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OKRAJŠAVE IN SIMBOLI 
 
AMP – ampicilin 
BHI – gojišče, obogateno s hranili iz srca in možganov (angl. Brain-heart infusion) 
bp – bazni pari 
CAM – kloramfenikol 
CFU – kolonijske enote (angl. colony forming units) 
CIP – ciprofloksacin 
CTX – cefotaksim 
dH2O – destilirana voda 
DNA – deoksiribonukleinska kislina (angl. Deoxyribonucleic acid) 
DV – dejavniki virulence 
E. coli – bakterija Escherichia coli 
ERIC – ponavljajoča se intergenska skupna zaporedja (angl. enterobacterial repetitive 
intergenic consensus) 
ExPEC – zunajčrevesni patogeni sevi E. coli (angl. extraintestinal pathogenic E. coli) 
Fe3+ – železov (III) ion 
IPEC – črevesni patogeni sevi E. coli (angl. Intestinal pathogenic E. coli) 
KA – gojišče, obogateno z govejo krvjo (krvni agar) 
kb – kilobaza 
l – liter 
LB – gojišče Luria-Bertani 
PCR – verižna reakcija s polimerazo (angl. polymerase chain reaction) 
RNA – ribonukleinska kislina (angl. ribonucleic acid) 
TBE – pufer za elektroforezo, sestavljen iz Tris-HCl, borove kisline in EDTA 
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TET – tetraciklin 
TMP – trimetoprim 
WHO – Svetovna zdravstvena organizacija (angl. World Health Organisation) 
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1  UVOD 
 
Voda je pogoj za življenje. Ni samo sestavni del vsake celice in življenjski prostor vodnim 
organizmom, ampak je ključna za rast, razvoj in razmnoževanje vseh živih organizmov. Je 
ena izmed najpomembnejših dobrin tega planeta. Zato je ohranjanje vodnih virov in 
zdravega vodnega okolja izjemnega pomena. K temu pripomorejo raziskave voda s katerimi 
ugotavljamo kritične težave in pomanjkljivosti preudarnega ravnanja z vodnimi viri. 
Rezultati raziskav podajo tudi smernice za družbeno odgovorno ravnanje, varovanje in 
ohranjanje vodnih virov. Za človeka so izredno pomembni viri pitne vode. Po podatkih 
WHO zaradi zastrupitve s kontaminirano vodo na leto umre 829.000 ljudi. Glavna dva 
patogena, ki povzročata smrt, sta rotavirus in bakterija Escherichia coli (v nadaljevanju E. 
coli). Največ okužb s smrtnim izidom se pojavlja v državah z nižjimi prihodki. Po podatkih 
Agencije za okolje Republike Slovenije je za oskrbo prebivalcev s pitno vodo v Sloveniji 
najpomembnejši proces obnavljanja in ohranjanja podzemnih vodnih virov.  
Kras v Sloveniji ne predstavlja samo posebnega biotopa in naravne dediščine, pomemben je 
zaradi vodonosnikov, saj zagotavljajo pomemben vir pitne vode skoraj polovici Slovenije. 
Na kraškem površju ni veliko površinskih vod z izjemo rek ponikalnic na stiku med 
nekraškim in kraškim ekosistemom. Padavine s kraškega površja spirajo onesnaženja, ki jih 
povzroči človek, v kraške vodonosnike in s tem ogrožajo kraški biotop. Spremljanje oziroma 
monitoring stanja kraškega ekosistema je zaradi navedenih razlogov zelo pomembno. V 
Sloveniji se izvaja mikrobiološko spremljanje stanja na zajetjih za vodooskrbo prebivalstva, 
pri ocenjevanju tem se uporablja Escherichia coli kot indikator fekalne onesnaženosti. 
E. coli je komenzalna bakterija, ki naseljuje prebavni trakt živali s stalno telesno temperaturo 
in je eden od najbolje opisanih genetskih modelnih mikroorganizmov. Komenzalni sevi 
imajo lahko na gostitelja pozitivne učinke (zaščita pred drugimi bakterijami, sinteza 
vitaminov, …). Sicer pa ima E. coli zelo dobro sposobnost prilagajanja na okolje in lahko 
preživi v zelo različnih ekoloških nišah, v katere ne sodi, na primer v vodi in sedimentu. To 
ji omogoča plastični genom, sposobnost hitrega pridobivanja novih genov, med katere 
spadajo tudi geni za dejavnike virulence in odpornosti proti protimikrobnim učinkovinam. 
Geni za dejavnike virulence bakterijo lahko naredijo patogeno in tako nevarno za človeka. 
Patogeni sevi E. coli lahko povzročijo mnogo črevesnih in izvenčrevesnih obolenj tako pri 
človeku kot živalih. Okužbe s patogenimi sevi lahko zdravimo s protimikrobnimi 
učinkovinami, kar pa v zadnjem desetletju pogosto otežuje pojavljanje in širjenje odpornih 
in večkratno odpornih sevov. Bakterije pridobijo odpornost z mutacijami ali pa 
horizontalnimi genskimi prenosi. Med slednjimi je za seve E. coli ključna konjugacija, ki pa 
lahko poteka tudi med bakterijami različnih vrst. Pojav odpornosti proti protimikrobnim 
spojinam pri bakterijah, ki se pojavljajo v površinskih vodah, je bil sprva povezan s 
kanalizacijskimi odplakami iz bolnišnic, vendar se je hitro pokazalo, da enako nevarnost 
predstavljajo večje živalske farme pa tudi posamezne kmetije, kjer se za zdravljenje živali, 
še zlasti pri reji perutnine ali svinjine, (prekomerno) uporabljajo protimikrobne učinkovine. 
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Odporni bakterijski sevi posledično kontaminirajo tako površinske vode, kot tudi odplake iz 
kmetijskih površin.  
Zaradi poroznosti kraških tal bakterije iz kmetijskih površin na krasu zlahka pronicajo v 
podtalnico. Zato je smiselno in pomembno, da se izvaja mikrobiološka kontrola vodnih 
virov, vendar ne samo kvantitativno, se pravi določitev števila indikatorskih bakterij temveč 
tudi kvalitativno. To pomeni, da izbrane indikatorske bakterije, npr. E. coli, opredelimo 
genetsko oziroma na ravni sevov z določenim patogenim potencialom. Tako pridobimo še 
dodatni informaciji o dejanski patogenosti sevov in morebitnemu izvoru onesnaženja, saj 
lahko s precejšnjo verjetnostjo ugotovimo seve, ki so humanega oziroma živalskega izvora. 
Prav tako pa je pomembno zasledovanje genov za odpornost proti protimikrobnim 
učinkovinam ter določevanje lokacije teh genov. Zapisi, ki so na izvenkromosomskih 
genetskih elementih (plazmidih, fagih) namreč omogočajo širjenje teh determinant med sevi 
iste vrste in v seve drugih bakterijskih vrst. S tega vidika fekalno onesnaževanje kraškega 
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1.1 NAMEN DELA 
 
V raziskavi smo v sodelovanju z Inštitutom za raziskovanje krasa ZRC SAZU v izhodišču 
analizirali 110 izolatov E. coli, ki so bili vzorčeni na različnih mestih v kraških 
vodonosnikih. Glede na ugotovljene profile PCR-pomnožkov z metodo ERIC-PCR, smo iz 
nadaljnje analize izločili klonalne izolate. Z raziskavo smo želeli ugotoviti prisotnost genov 
povezanih z dejavnike virulence (DV). V izolatih E. coli iz vodnih okolij, razliko v 
prisotnosti genov za DV po posameznih lokacijah in s tem opozoriti, da samo število 
prisotnih E. coli ni nujno pokazatelj problematičnosti, v smislu potencialne patogenosti. 
Primerjali smo dobljene profile 39 genov za dejavnike virulence in podatke o profilih, 
značilnih za izolate definiranega izvora, ki smo jih pridobili iz relevantne literature. S to 
primerjavo smo ugotavljali možne vire kontaminacij/izolatov, ki so imeli s patogenimi sevi 
povezane oziroma največ genov za dejavnike virulence. Pri vseh izolatih smo preverili 
hemolizo na ploščah gojišča z dodano govejo krvjo. Vse seve smo glede na dva uporabljena 
protokola uvrstili v filogenetske skupine po Clermontu in z metodo PCR ugotavljali  
Ker nas je zanimalo, koliko vodnih sevov je odpornih proti antibiotikom, smo pri vseh sevih 
testirali fenotipsko odpornost proti ampicilinu, cefotaksimu, ciprofloksacinu, 
kloramfenikolu, nalidiksični kislini, tetraciklinu in trimetoprimu. Med odpornimi sevi smo 
izbrali dva, pri katerih smo preverili ali se odpornost lahko prenese v laboratorijski 
recipientski sev s konjugacijo. Donorska seva sta bila izbrana tako, da je imel prvi zapis za 
številne dejavnike virulence ter antibiotika ampicilin in tetraciklin, drugi pa za vse izbrane 
testirane protimikrobne učinkovine. 
 
1.2  HIPOTEZE 
 
- Iz kraških vodnih vzorcev, izoliramo številne, genetsko različne seve E. coli. 
- Izolati imajo za patogenezo pomembne dejavnike virulence, tudi hemolizine. 
- V vodah, povezanih s kraškimi sistemi, so prisotni sevi E. coli, ki so odporni proti 
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2 PREGLED OBJAV 
 
2.1 PONIKALNE VODE V KRAŠKEM SISTEMU 
 
V številnih državah so kraške podzemne vode pomemben vir pitne vode ter vir vode za 
kmetijsko in industrijsko uporabo. Posebnost kraških vodonosnikov je hitra infiltracija 
onesnaževal skozi tla, zato so bolj izpostavljeni onesnaženju kot druga vodna okolja. Vode 
se v podzemlju skoncentrirajo skozi mnoge jame, specifično ekološko nišo, ki jo je treba 
obvarovati. Zaradi naštetega ponikalnice zahtevajo ustrezno in skrbno upravljanje in nadzor 
(Ravbar in Goldscheider, 2008). Kraški vodonosniki po svetu predstavljajo vir pitne vode 
25 % populacije (Dogen in sod., 2017). 
Jamske vodonosnike lahko opredelimo kot ekstremno okolje, v katerih je malo kisika, ni 
sončne svetlobe, hranil in primanjkuje organskega ogljika. Mikroorganizmi, značilni za to 
okolje, so se morali prilagoditi nanj, zato imajo jame unikatni nabor mikrobov, kar jih ločuje 
od drugih ekosistemov. Podatki kažejo, da kmetije v neposrednih bližinah vplivajo na 
mikrobiološko sestavo v vodonosnikih. Povečani metabolni procesi bakterij kot so poraba 
hranil, presnova laktoze in galaktoze ter prisotnost genov za β-laktamaze se upoštevajo kot 
onesnaženje, ki ga povzročajo kmetije (Smith in sod., 2012). Kras pokriva okoli 40 % 
površine Slovenije in več kot polovica prebivalcev se oskrbuje s pitno vodo iz kraških 
izvirov. Poleti pitno vodo iz kraških vodonosnikov črpajo tudi na Slovensko obalo. Poleg 
tega so kraške vode pomembne za industrijo in kmetijstvo ter posledično slovensko 
ekonomijo (Ravbar, 2003). Kraške vode v Sloveniji najbolj ogrožajo naselja, kmetijstvo, 
industrija, promet in mnogo drugih dejavnosti. Najbolj onesnažene vode so tiste, ki tečejo 
mimo gosto naseljenih področij. Te onesnažene reke pa se nato lahko zlijejo v reke 
ponikalnice. Pretekle izkušnje kažejo, da sanacije onesnaženja v kraškem okolju niso 
učinkovite, zato je ključna preventiva, ki ji je treba posvetiti več pozornosti (Kogovšek, 
2005). Pomembno in dokaj dobro sledljivo je mikrobiološko onesnaženje voda. Preživetje 
in širjenje fekalnih in patogenih bakterij v kraških vodonosnikih sta odvisna od podnebja 
(temperature, količine padavin), ponikalnice in mikroorganizmov, ki naseljujejo to ekološko 
nišo (Personné in sod., 1997). Z mikrobiološkega vidika predstavlja tudi turizem izziv za 
kraški ekosistem. V ta sklop ne spada trajnostni turizem, ki ima posebne omilitvene ukrepe. 
Kraške jame pritegnejo veliko turistov, ki v jamo vnašajo zunanje mikroorganizme, ti na 
površinah lahko tvorijo biofilme in, npr. ob poplavah, preidejo tudi v vode. V Škocjanskih 
jamah so na turističnih poteh že dokazali prisotnost E. coli, drugih koliformnih bakterij in 
kvasovk. Tudi favna, ki občasno zaide ali je stalno prisotna v jamah predstavlja vir 
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2.1.1 Mikrobiologija kraških vodonosnikov 
 
Mikrobiota v vodonosnikih je zelo raznolika in slabo raziskana. Vodonosnike lahko delimo 
na zaprte (angl. confined), ki se nahajajo globje pod površjem in odprte (angl. unconfined), 
ki se z okoljem povezujejo skozi različne odprtine. V odprtih vodonosnikih so pogoste 
interakcije med obstoječo bioto in tisto, ki pride iz zunanjega okolja, zaprti pa predstavljajo 
bolj ekstremno okolje. Mikrobi, ki naseljujejo zaprte vodonosnike, imajo na voljo običajno 
malo nutrientov in kisika, zato je zanje pogosto značilno, da imajo počasnejši metabolizem 
in rast. Spremembe v takem okolju vodijo v velike spremembe v biodiverziteti mikrobiote. 
V metagenomskih raziskavah so ugotovili, da bakterije predstavljajo okoli 80 % populacije, 
9 % predstavljajo virusi, 6 % arheje in 2 % evkariontski organizmi (Smith in sod., 2012).  
Mikroorganizme lahko v jamah najdemo v različnih habitatih, kot so vode, sedimenti, gvano 
in na skalnatih površinah. Tudi v slovenskih jamah so bakterije najbolj vrstni pestri 
organizmi. (Mulec, 2008). 
2.1.2 Mikrobiološko onesnaženje 
 
Onesnaženost vode se lahko vrednoti s prisotnostjo in številom patogenih oziroma fekalnih 
bakterij. Na uspešnost preživetja le-teh v vodi vpliva njihova površina: naboj, hidrofobnost, 
velikost in posebnosti površinskih struktur, kot so bički, fimbrije in zunajcelični 
lipopolisaharidi (Foppen in Schijven, 2006). Ker fekalna onesnaženost vode predstavlja 
nevarnost za človekovo zdravje, se stanje spremlja v okviru rednih in izrednih 
mikrobioloških nadzorov, odvisno od stanja, pomena in lokacije vodnih virov. V svetovnem 
merilu je veliko vodnih teles nadpovprečno onesnaženih. Viri onesnaženja so lahko domače 
ali divje živali, človek, pritoki iz kmetijskih površin, industrijskih obratov ali pritoki iz 
kanalizacijskih sistemov in tudi iztoki nezadostno delujočih čistilnih naprav. Prisotnost ali 
odsotnost koliformnih bakterij v površinskih vodah se lahko uporablja le za napovedovanje 
kakovosti vode v povezavi s fekalno onesnaženostjo. Iz tega podatka pa običajno ne 
pridobimo dovolj oziroma jasne informacije o točnem viru onesnaženja in patogenem 
potencialu (Gilpin in sod., 2002). 
2.1.3 Escherichia coli kot indikator onesnaženja vode 
 
Po pravilniku o pitni vodi, ki ga navaja Nacionalni inštitut za javno zdravje je bakterija E. 
coli zanesljivi indikator, da je bila voda fekalno onesnažena. Zato je za pitno vodo zahtevana 
odsotnost bakterij v 100-ml vzorcu. Če pride do odstopanj, mora upravljalec vodovodnega 
sistema opraviti pregled celotnega sistema za oskrbo s pitno vodo, do odprave vzrokov pa je 
potrebno prekuhavanje vode pri uporabi za pitje in pripravo hrane (Pravilnik …, 2004). 
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2.1.4 Mikrobiološka priporočila in pravilniki za pitno vodo 
 
Uradni list Evropske unije za okolje je v Direktivi komisije (EU) v prilogi o kakovosti vode, 
namenjene za prehrano ljudi (2015) navaja, da so mikrobiološki parametri za analizo 
kakovosti vode sledeči: E. coli, enterokoki, Pseudomonas aerugnosa, celokupno število 
mikroorganizmov zraslih pri 22 °C in 36 °C in izraženi kot kolonijsko število in Clostridum 
perfringens, vključno s sporami (Direktiva Evropske komisije, 2015). Prisotnost E. coli v 
vodi nakazuje, da je bila ta fekalno onesnažena (Edberg in sod. 2012). Pravilnika o pitni vodi 
(Uradni list RS, št. 19/04, 35/04, 26/06, 25/09 74/15 in 51/17), je mejna vrednost E. coli in 
enterokokov 0/100 ml. Za vodo namenjeno za pakiranje je ta mejna vrednost 0/250 ml. 
2.2 ESCHERICHIA COLI 
 
E. coli je po Gramu negativna bakterija, ki naseljuje črevesje toplokrvnih živali (vključno s 
človekom) in plazilcev. Bakterija ne tvori spor in je fakultativni anaerob. Uspešno raste in 
se razmnožuje tudi v okoljih izven človeškega prebavnega trakta, na primer v celinskih 
vodah. Čeprav lahko živi v simbiozi z gostiteljem, je obenem tudi najpogostejši vzrok za 
številne črevesne in izvenčrevesne okužbe (Tenaillon in sod., 2010).  
Tranzicijo med mutualistom, komenzalom in patogenom ji omogoča izredna plastičnost 
genoma, ki je v večjem deležu posledica genov na mobilnih genetskih elementih, kot so 
plazmidi, fagi, transpozicijski elementi in integroni. Posledična različna kombinacija genov, 
predvsem za dejavnike virulence in fitnes, bakterijskim sevom omogoča kolonizacijo in 
poškodbo različnih tkiv in organskih sistemov (Croxen in Finlay, 2010). Različne seve E. 
coli lahko razdelimo v tri glavne skupine: komenzalne, črevesne IPEC (angl. Intestinal 
pathogenic E. coli) in zunajčrevesne patogene ExPEC (angl. Extraintestinal pathogenic E. 
coli). Seve iz skupine ExPEC lahko glede na mesto okužbe oziroma gostitelja še dodatno 
uvrstimo v podskupine (Restieri in sod., 2007). Črevesne patogene seve IPEC ločimo v šest 
patogenih sevov; enterotoksigene (ETEC), enteropatogene (EPEC), enteroinvazivne (EIEC), 
enteroagregativne (EAEC) in difuzno-adherentne (DAEC). Med zunajčrevesnimi 
infekcijami (EI), so pogosti sevi E. coli, ki povzročajo okužbe urinarnega trakta (UPEC sevi) 
in sevi, ki povzroči bakterijski meningitis (BMEC) (Russo in Johnson, 2020). Bakterija je 
patogena tudi za druge gostitelje, zelo pogosta tarča so ptice. Sevi, ki jih okužijo se imenujejo 
APEC (angl. Avian pathogenic E. coli) (Antão in sod., 2009).  
Okužbe s patogenimi sevi ExPEC se običajno zdravi s protimikrobnimi učinkovinami. V 
zadnjem času pa je je zaradi pojavljanja in širjenja proti protimikrobnim učinkovinam 
odpornih sevov tovrstno zdravljenje pogosto oteženo ali neučinkovito. Porast števila 
odpornih sevov je v veliki meri posledica prekomerne uporabe antibiotikov v medicini in 
kmetijstvu v preteklih desetletjih. Čeprav se odpornost pri bakterijah lahko pojavi zaradi 
mutacij, je bolj skrb zbujajoče pojavljanje širjenja genov povezanih z odpornostjo z 
mobilnimi genetskimi elementi. Slednji v naravnih ekosistemih omogočajo tudi mobilizacijo 
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rezistentnih genov iz primarnih okoljskih rezistomov in dinamično izmenjavo teh genov med 
komenzalnimi, patogenimi, okoljskimi, živalskimi in humanimi sevi (Koczura in sod., 
2011). 
2.3 ESCHERICHIA COLI IN DEJAVNIKI VIRULENCE  
 
Različen patogeni potencial sevom omogoča kombinacija genov za dejavnike virulence iz 
širokega nabora, ki vključuje med drugimi: adhezine, toksine, invazine, dejavnike za 
izogibanje imunskemu sistemu in zaščito bakterije, avtotransportne proteine, in še nekatere 
druge (Kaper in sod., 2004). V nadaljevanju sledi kratek pregled dejavnikov virulence, ki 
smo jih v naši študiji preverjali pri sevih E. coli, izoliranih iz kraških vodonosnikov. 
2.3.1 Adhezini 
 
Adhezini dajejo E. coli sposobnost, da kolonizirajo različna okolja. Pri človeku npr. 
omogočijo vezavo na celice gostitelja, pri čemer pa se ne sme aktivirati imunski sistem 
gostitelja. Ločimo fimbrijske in nefimbrijske adhezine. Za prve so značilne morfološke 
strukture, ki jih imenujemo fimbrije ali pili. To so paličaste strukture velikosti od pet do 
deset nanometrov. Adhezine, ki ne tvorijo fimbrijev ali pa so le-ti tako majhni, da se jih ne 
da opaziti/ definirati, pa uvrščamo med nefimbrijske adhezine (Kaper in sod., 2004).  
2.3.1.1 Fimbrije tipa I 
V skupino fimbrij tipa I spadajo tudi fimbrije, pri čigar tvorbi sodeluje tudi gen fimH. Protin 
fimH je eden od gradnikov fimbrij tipa 1. Vpleten je v regulacijo dolžine fimbrij in 
pripomore k adheziji. Taki adhezini pripomorejo k vezavi bakterije na sladkor D-manozo, 
ki se nahaja na gostiteljskih celicah, kar bakteriji omogoča kolonizacijo gostitelja. Za 
integracijo fimbirj so potrebi tudi drugi geni skupine »fim«, na primer: fimF in fimG 
(Krogfelt in sod., 1990). Protein, ki ga kodira gen fimH, bakteriji omogočajo tudi 
združevanje v biofilme. Veliko študij dokazuje, da fimbrije tipa 1 igrajo pomembno vlogo 
pri okužbah sečil (Antão in sod., 2009). 
2.3.1.2 Fimbrije družine pap 
Geni skupine pap (pap G I, II, III in C), z zapisom za sintezo P-fimbrij, so povezani 
predvsem s sevi, ki povzročajo vnetje ledvic. Produkti teh genov se specifično vežejo na 
glikopolisaharidni receptor α-D-Galp-(1-4)-βD-Galp. Ti geni so dokazano pomembni za 
patogenost sevov UPEC (Antão in sod., 2009). 
2.3.1.3 S-fimbrije 
Produkt gena sfa sodeluje pri sintezi S-fimbrij ali fimbrij, specifičnih za sialno kislino. 
Njihovi specifični receptorji so sialil-galaktozidi. Gen je pogosto prisoten pri sevih ExPEC, 
ki povzročajo meningitis in sepso pri človeku. Antão in sodelavci so ga potrdili tudi pri 79% 
sevov, ki so povzročali sepso in diarejo pri prašičih in perutnini (2009). Izražanje genov sfa 
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je pod vplivom okoljskih dejavnikov kot so temperatura, osmolarnost in prisotnost glukoze 
(Antão in sodelavci, 2009).  
2.3.1.4 M-fimbrije 
Produkt gena bmaE sodeluje pri tvorbi M-fimbrij, ki se povežejo z glikoforinom. Gen je 
pogosto prisoten pri sevih, povezanih z okužbami sečil, ter pri sevih E. coli, ki imajo 
sposobnost tvorjenja močnih biofilmov (Zamani in Salehzadeh, 2018). 
2.3.1.5 Adherentne fimbrije  
Operon Aaf (angl. Aggregative adhesion fimbria), ki je na plazmidu pAA, ima zapis za t.i. 
»adherentne« fimbrije. Plazmid je značilen za EAEC seve, ki povzročajo črevesne okužbe z 
diarejo, kot enim izmed glavnih simptomov (Lang in sod., 2018). 
2.3.1.6 Nefimbrijski adhezini 
Nefimbrijske adhezine kodira več genov. Eden izmed teh je gen iha. Protein iha je tudi 
sideroforni receptor. Izražanje gena sprožijo kratkoverižne maščobne kisline (Eißenberger 
in sodelavci, 2018).  
Gen hra (angl. heat-resistant agglutinin) kodira proti toploti odporen protein in je velikokrat 
prisoten pri sevih povezanih z urinarnimi okužbami. Deluje tudi kot nefimbrijski adhezin, ki 
se lahko veže na živalske eritrocite in jih zleplja (Srinivasan in sod., 2003). 
Nefimbrijske adhezine kodirajo tudi geni afa/dra. Pogosto so prisotni v sevih E. coli, ki 
povzročajo črevesne okužbe z diarejo in okužbe sečil (Bouguénec in Servin, 2006). 
Poleg fimbrij poznamo še skupino proteinov imenovanih Curli, ki so poglavitni sestavni del 
zunajceličnega matriksa, ki ga tvori večina sevov E. coli in tudi druge enterobakterije. 
Sodelujejo pri pritrditvi na površine, združevanju celic in sintezi biofilmov. Adhezin Curli 
se veže na več proteinov, ki jih najdemo v matriksu ali plazmi (npr. laminin, fibronektin). 
Sklepajo, da adhezin pripomore k patogenosti pri sevih, ki okužujejo ptice, povezujejo ga s 
sepso in hemoglutinacijo. Genski zapis je v skupku genov csg (Antão in sod., 2009). 
Zapis za adhezin intimin se nahaja na genu eae. Pogosto ga najdemo na “otoku patogenosti”, 
znanem kot lokus LEE (angl. Locus of Enterocyte Effacement) (Cundon in sod., 2018). 
Protein intimin je na zunanji membrani in se veže na celico gostitelja. V literaturi ga pogosto 
pripišejo enteropatogenim sevom E. coli (EPEC), ki povzročajo drisko in verotoksigenim 
sevom (VTEC) (Vallance in Finlay, 2000). 
Gen tsh omogoči bakteriji, da sintetizira temperaturno občutljiv hemaglutinin. Adhezin se 
veže na rdeče krvničke in zunajcelični matriks, natančneje na proteina fibronektin in 
kolagen. Je pomemben dejavnik virulence pri okužbah ptic in je pogost pri letalnih okužbah. 
Izraža se pri nižjih temperaturah, optimalna temperatura je okoli 26 °C (Antão in sod., 2009). 
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2.3.2 Toksini in invazini 
Bakterija lahko izloča proteine, ki vplivajo na različne procese v evkariontski celici. To so 
toksini, ki se prenesejo iz citoplazme bakterije do površine gostiteljske celice pa v njo. 
Evkariontsko celico lahko poškodujejo s tvorjenjem por v membrani, lahko vplivajo na 
sintezo proteinov ali preprečijo normalno delitev celice. Večina toksinov, ki jih izločajo po 
Gramu negativne bakterije potrebuje aktivacijo, ker so sicer post-translacijsko neaktivni 
(Kaper in sod., 2004).  
2.3.2.1 Hemolizini 
S prisotnostjo in izražanjem gena hlyA bakterija pridobi porotvorni hemolizin. Toksin 
potrebuje post-translacijsko aktivacijo, ki jo omogočijo maščobne kisline. Genski zapis 
pogosto potrdimo v sevih bakterij, ki povzročajo okužbe zgornjih sečil, lahko pa tudi pri 
drugih sevih, npr. pri sevih, ki povzročajo pljučnice in okužbe ran. Toksin se specifično veže 
na tarčne celice kot so eritrociti, granulociti, monociti in ledvične endotelne celice in sproži 
njihovo lizo (Stanley in sod., 1998). 
Gen hlyF je epidemiološko povezan z virulentnimi sevi E. coli, ki jih izoliramo pri okužbah 
ptic in meningitisu novorojenčkov. Gen je običajno prisoten na plazmidu ColV. V literaturi 
se toksinu, ki je zapisan na genu hlyF, pripisuje hemolitična aktivnost, vendar še ni dokončno 
raziskano, kako v celoti prispeva k virulenci bakterije. Povezan je s prekomernim 
sproščanjem veziklov zunanje membrane (Maurase in sod., 2016). 
Dobro opredeljen je enterohemolizin, ki je zapisan z genom ehx. Je citotoksin, ki spada v 
skupino toksinov RTX. Je pomemben dejavnik virulence pri sevih E. coli, ki povzročajo 
črevesne okužbe. Gen ima precejšnjo homologijo s hlyA. Sevi z genom ehx niso hemolitični 
na standardnih krvnih ploščah (Saitoh in sod., 2008). 
2.3.2.2 Genotoksini 
Uropatogeni sevi imajo tudi zanje specifičen protein, Usp. To je genotoksin, ki deluje na 
celice sesalcev. Pogosto je v sevih, ki povzročijo prostatitis, pielonefritis in bakteriemijo. V 
literaturi zasledimo, da je prisotnost Usp-pozitivnih sevov povezana z rakavimi obolenji 
(Rihtar in sod., 2020).  
Genotoksin kolibaktin lahko proizvajajo sevi s skupino genov clb, ki se nahajajo na genskem 
otoku pks. Kolibaktin povzroči dvojne zlome v vijačnici DNA in posledično nestabilnost 
kromosomov, motnje v celičnem ciklu in celično staranje. Geni clb so prisotni v sevih, ki 
povzročajo bakterijski meningitis, septikemijo, okužbe prebavil in kolorektalne tumorje pri 
ljudeh in glodavcih (Fabian in sod., 2019). 
2.3.2.3 Enterotoksini 
Toplotno stabilen enterotoksin, ki je zapisan v genu astA, je pogosto povezan s sevi, ki 
povzročijo diarejo, kot posledica pitja kontaminirane vode (Yatsuyanagi in sod., 2003). 
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Gen elt nosi zapis za toplotno občutljiv enterotoksin. Prisotnost obeh genov je značilna za 
enterotoksigene seve E. coli (ETEC), ki jih izoliramo iz bolnikov z diarejo, posebej pogost 
je pri otrocih in osebah, ki se okužijo na potovanjih. V literaturi je navedeno, da je gen lahko 
na konjugativnem plazmidu (Dutta in sod., 2015). 
Peptidni enterotoksin STb, zapisan na genu stb, lahko spremeni homeostazo v črevesju in 
povzroči povečano izločanje tekočin v črevesje in diarejo. Sprva so učinke toksina 
preučevali na živalih, saj so ugotovili, da povzroča drisko pri mladih prašičih, vendar so 
njegovo prisotnost zasledili tudi pri sevih E. coli, ki so povzročali okužbe pri piščancih in 
ljudeh (Dubreuil, 1997). 
2.3.2.4 Invazini 
Produkt gena ibeA je invazin, ki je povezan s prepustnostjo krvno-možganske pregrade. 
Prisotnost je značilno povezana s sevi, ki povzročijo meningitis. V literaturi zasledimo, da 
je gen lahko na otokih patogenosti (Huang, 2001). 
2.3.3 Avtotransporterji 
 
Avtotransporterji so skupina proteinov, ki jih izločajo po Gramu negativne bakterije in se 
izločajo s sekrecijo. Ti proteini so lahko dejavniki virulence, ki delujejo kot citotoksini, 
enterotoksini, imunoglobulinske proteaze ali se vežejo na hem-podenote in adhezine. Vsi 
imajo podobno funkcijo in strukturo: vodilni amino-terminalni peptid sproži transport 
prekurzorjev skozi notranjo membrano, α-domena, ima funkcijo sekrecijskega proteina, β-
domena pa sodeluje pri izločanju skozi zunanjo membrano. (Restieri in sod., 2007, Parham, 
2004). 
Avtotransporterski protein Sat je serinska proteaza. Gen sat je pogosto potrjen pri 
enteroagregativnih sevih E. coli (EAEC), ki povzročijo diarejo, sevih, ki povzročajo 
neonatalni meningitis in pri uropatogenih sevih. Toksin vstopi v celico in cepi beljakovine 
citoskeleta, vplival naj bi tudi na avtofagijo. V novejši literaturi je gen sat opisan kot drugi 
najpogostejši gen, prisoten pri sevih povezanih z neonatalno sepso (Vieira, 2020). 
Gen vat nosi zapis za avtotransporter, ki je bil prvič opisan pri sevih, patogenih za ptice 
(APEC). Povzroča vakuolizacijo citoplazme. Toksin je povezan z okužbami dihal pri 
piščancih. Prisoten pa je tudi pri 60 do 70 % črevesnih patogenih sevov (ExPEC) (Habouria, 
2019). 
Gen picU kodira avtotransportni protein, ki ga pogosto povezujemo s sevi E. coli, ki 
povzročajo okužbe sečil. Je homolog avtotransporterja Pic, ki so ga odkrili pri vrsti Shigella 
flexneri. PicU je protein z več funkcijami, med drugimi povzroča tudi hemoglutinacijo 
(Parham in sod., 2004). 
11 
Kotnik K. Geni za dejav. virul. in odpornost proti protimikrobnim učink. pri sevih vrste E. coli izoliranih iz kraških vodonosnikov.  
Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij molekulske in funkcionalne biologije, 2020  
 
Zapis za avtotransporterski protein Ag43a je v genu fluA. Običajno je prisoten pri sevih, ki 
so patogeni, predvsem tistih, izoliranih pri pacientih s sepso kot posledico vnetja sečil 
(Luthje in Brauner, 2009). Prisotnost proteina Ag43a je povezana z agregacijo bakterij in 
tvorjenjem biofilmov ter dolgotrajno prisotnostjo bakterije v urinarnem traktu (Ulett in 
sodelavci, 2006). 
2.3.4 Dejavniki virulence, povezani z izogibanjem imunskemu sistemu in z zaščito 
bakterije 
 
Serum vsebuje veliko snovi, ki omogočajo gostitelju obrambo pred okužbo oziroma 
širjenjem bakterijskih okužb. Patogene bakterije se pred serumsko aktivnostjo branijo z 
litično aktivnostjo in proteini na površini bakterij. Zaščito pred imunskim sistemom sevom 
E. coli omogočajo tudi polisaharidne kapsule. Rezistenca je ponavadi rezultat večih 
obrambnih komponent (Montenegor in sod., 1985).  
Gen traT kodira protein, ki deluje kot zelo specifična obramba proti serumu. Protein je na 
zunanji strani membrane bakterije in interagira z drugimi površinskimi strukturami na zelo 
specifičen način, kar omogoča obvarovanje bakterije. Bakterije, ki majo mehanizem 
obrambe proti serumu so običajno večkrat povezane z smrtnostjo. (Moll in sod., 1980). 
Med površinske proteine, ki sodelujejo pri odpornosti proti serumu, sodi tudi Iss (angl. 
increased serum survival). Genski zapis iss pogosto potrdimo pri virulentnih sevih E. coli, 
ki povzročajo zunajčrevesne okužbe, v visokem deležu pa je prisoten pri sevih APEC, tako, 
da velja za indikatorja patogenosti seva. V literaturi zasledimo, da je gen lahko prisoten tudi 
pri komenzalnih sevih. Gen je lahko na plazmidu, kar omogoča uspešen raznos med sevi, ali 
na kromosomski DNA (Johnson in sod., 2008). 
Protein Tcp je homolog proteina TIR in je potrjen dejavnik virulence predvsem pri 
uropatogenih sevih. Njegova funkcija je omogočanje izogibanja imunskemu sistemu. 
Bakterija s tem genom se izogne imunskemu sistemu tako, da sintetizira protein, ki je 
podoben obrambnemu proteinu in moti kaskado reakcij imunskega odgovora gostitelja, ki 
skrbijo za detekcijo mikroorganizma. V literaturi zasledimo, da protein lahko povzroči 
poškodbo ledvic na mišjem modelu (Yadav in sod., 2010). 
Polisaharidna kapsula, ki vpliva na zaznavanje antigena O, ščiti seve E. coli pred imunskim 
sistemom. Predvsem kapsula K1 je pomemben dejavnik virulence pri sevih, povezanih s 
sepso ali meningitisom. Pomembni komponenti gruče genov kps, sta kpsT, ki kodira ATP-
azo in kpsM, ki kodira transmembransko komponento. Proteina sta del ABC transporterja za 
polimerizacijo in izločanje kapsule preko plazemske membrane. Skozi ta sistem se izločajo 
polisaharidi skupine 2 (od tu oznaka začetnih oligonukleotidov kpsMTII) (Whifield in 
Roberts, 1991). 
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Del zaščitnega mehanizma je tudi produkt gena ompT, ki je protein zunanje membrane in 
deluje kot endoproteaza. Gen je prisoten pri več kot 80 % uropatogenih sevov, zato se ga v 
epidemioloških raziskavah uporablja kot indikator UPEC-sevov. Čeprav funkcija OmpT 
proteina še ni popolnoma znana, se sklepa, da s proteazno aktivnostjo ščiti bakterijo pred 
protimikrobnim delovanjem peptidov gostiteljskih celic (Desloges in sod., 2019). 
Bakterije lahko izdelujejo protimikrobne snovi, ki delujejo proti bolj ali manj sorodnim 
sevom in vrstam ter tako omogočijo sevu kompetitivno prednost v ekološki niši. Bakterije 
E. coli pogosto sintetizirajo kolicine in mikrocine, ki delujejo na seve E. coli brez ustreznega 
zaščitnega mehanizma. Kolicin C (ColV, oziroma mikrocin V) je majhen protein, ki se izloča 
iz celice in moti membranski potencial tarčnih bakterij. Operon ColV je sestavljen iz genov 
za sintezo, genov za izločanje in gena za odpornost proti ColV, ki se imenuje cvi (Johnson 
in sod., 2006).  
2.3.4.1 Sistemi za prevzem železa 
 
Železo je esencialni element, ki ga bakterije nujno potrebujejo za normalno rast in delovanje. 
V okolju ga velikokrat primanjkuje. Zato ima večina bakterijskih vrst enega ali več 
mehanizmov (npr. avtotransporterje), ki jim omogoča prevzemanje železa in s tem 
preživetje. Železovi ioni so strupeni in netopni, zato jih je za prevzem potrebno vezati na 
proteine (npr. hemoglobin, transferin). Bakterije vežejo železo preko receptorjev na 
membrani. Bakterije za vezavo Fe3+ lahko uporabljajo tudi sideroforje, proteine, ki jih 
izločajo v okolje, kjer se ti z visoko afiniteto vežejo s Fe3+, nato pa se prenesejo nazaj v 
celico, kjer se železo sprosti z redukcijo do Fe2+. Nekatere bakterije uporabljajo hemoforje. 
Ti delujejo tako, da se vežejo na molekule gostitelja, kot sta hemoglobin in mioglobin, ki se 
nato vnesejo v bakterijske celico (Lüthje in Brauner, 2014). 
Gen iucD je del aerobaktinskega operona iucABCD z zapisom za aerobaktin. Protein IucD 
katalizira začetni proces v biosintezi aerobaktina.  
IutA je zelo pogosto prisoten pri sevih ExPEC (Pasayo in sod., 2019). IutA je sideroforni in 
tudi signalni receptor (Promite in Saha, 2020). 
Med sideroforne receptorje se uvršča tudi protein iroN. Prisotnost je povezana s sevi, ki 
povzročajo zunajčrevesne okužbe, zlasti UPEC (Feldmann in sod., 2007). 
Tudi gen fyuA (angl. ferric yersiniabactin uptake) kodira receptor za siderofor Fe-Ytb. 
Pomemben je za tvorjenje biofilmov v okolju kjer je izrazito pomankanje železa, kot na 
primer v človeškem urinu. Gen irp2je bil prvotno ugotovljen pri vrstah rodu Yersinia 
(Carniel in sod., 1992). Gena irp-fyuA se nahajata skupaj na otoku patogenosti pri zelo 
patogenem sevu vrste rodu Yersinia. Ta otok patogenosti pogosto najdemo tudi pri EAEC 
sevih E. coli (Schubert in sod., 1998).  
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2.4 PROTIMIKROBNE UČINKOVINE IN MEHANIZMI ODPORNOSTI 
 
Mikroorganizmi v naravi med seboj tekmujejo za hranila in prostor. Eden od načinov 
naravne kompeticije je tudi sproščanje protimikrobnih snovi. Organizmi, ki sproščajo te 
snovi, so zaradi mehanizmov, ki so jih razvili vzporedno s sintezo učinkovin, nanje odporni 
(Martínez in Rojo, 2011). Danes se za zdravljenje bakterijskih okužb uporablja naravne, 
kemijsko modificirane ter povsem kemijsko pridobljene protimikrobne učinkovine. Zaradi 
množične uporabe postaja vse več bakterijskih vrst odpornih proti le-tem. Zaskrbljujoča je 
predvsem odpornost, ki temelji na genskih zapisih za mehanizme, ki omogočajo odpornost 
(in so se evolucijsko razvijale dolgo časa), ker se lahko s horizontalnimi prenosi, po 
mobilizaciji iz prvotne gostiteljske bakterije, zelo hitro širijo v druge seve, vrste in rodove. 
Vse večja odpornost bakterij proti protimikrobnim učinkovinam je zaskrbljujoča, ker 
postane zdravljenje velikokrat neuspešno, kar vodi v zaplete okužbe, kritična stanja in tudi 
smrt okuženega organizma. (Tenover, 2006).  
Plastičnost genoma in številne možnosti za horizontalne prenose genov omogočajo bakteriji 
E. coli hitro pridobivanje odpornosti tudi proti več protimikrobnim učinkovinam hkrati. 
WHO je proti protimikrobnim učinkovinam odporne seve E. coli postavil na seznam devet 
najbolj nevarnih mikroorganizmov, za katere je nujno pridobiti nove učinkovine. V tem 
poročilu zasledimo, da so sevi E. coli, ki so odporni proti tretji generaciji cefalosporinov v 
povprečju zastopani z 12,5 % deležem (v razponu od 0,5 % na Islandiji do 40 % v Bolgariji, 
v Aziji je delež še višji) (Vila in sod., 2016). Poleg iskanja novih učinkovin je nujno potrebno 
poiskati in analizirati obstoječe naravne vire genov za odpornost ter možnosti prenosa v 
klinično okolje oziroma spremljati gene za odpornost v bakterijskih sevih, ki se antropogeno 
vnesejo v naravne ekosisteme in dodatno prispevajo k povečanju »naravnega sklada 
rezistentnih genov - rezistoma«. V nadaljevanju so na kratko opisane učinkovine, za katere 
smo v naši raziskavi preverjali odpornost.  
2.4.1.1 Betalaktami 
 
So protimikrobne snovi med katere uvrščamo peniciline, cefalosporine, monobaktame in 
karbapeneme. Delujejo na sintezo celične stene. Vežejo se na proteine PBP (angl. penicillin 
binding proteins) in receptorje v notranjosti bakterijske membrane. Proteini PBP so 
transpeptidaze, karboksipeptidaze in endopeptidaze, ki sodelujejo pri sestavi celične stene. 
Inaktivacija nekaterih PBP vodi v celično smrt. Odpornost bakterij proti betalaktamskim 
antibiotikom je lahko posledica sprememb PBP. Najpomembnejši mehanizem odpornosti 
pri po Gramu negativnih bakterijah je sinteza encimov β-laktamaz, ki hidrolizirajo amidno 
vez v antibiotikih (Oates in sod., 1988).  
V povezavi s pojavljanjem in širjenjem odpornih E. coli sodijo med najbolj problematične 
sevi, ki izločajo β-laktamaze z razširjenim spektrom delovanja (ESBL; angl. extended-
spectrum β-lactamases). To so encimi, ki hidrolizirajo med drugim cefalosporine tretje 
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generacije, kot npr. cefotaksim (CTX, angl. cefotaxime). Sevi ESBL imajo lahko genetski 
zapis za encime skupine TEM, SHV ali CTX (Rasheed in sod., 1997). Skupina β-laktamaz 
CTX-M je zelo raznolika, več kot 30 specifičnih alelov pa lahko razdelimo v pet 
filogenetskih skupin, ki jih določimo z metodo PCR z uporabo sledečih začetnih 




So antibiotiki s katerimi lahko zdravimo širok spekter bakterijskih okužb pri ljudeh, živalih 
in rastlinah. Njihovo delovanje inhibira sintezo proteinov. Odpornost proti tej skupini 
učinkovin je zelo razširjena. Pri številnih sevih E. coli je zapis za odpornost na transpozonu 
Tn10. (McMurry in sod., 1980) 
2.4.1.3 Kinoloni 
 
Kinoloni so sintetične protimikrobne učinkovine. Prva uporabljena učinkovina iz te skupine, 
je bila nalidiksična kislina. Kinoloni druge in tretje generacije so bili, zaradi boljše absorpcije 
učinkovitejši proti po Gram negativnim bakterijam. Pogosto se uporabljajo tudi za 
zdravljenje črevesnih okužb. Kinoloni spadajo v skupino antibiotikov, ki vplivajo na 
nukleinske kisline, inhibirajo sintezo DNA. Vežejo se na encima DNA topoizomeraza II 
(DNA giraza) in topoizomeraza IV, s čimer povzročijo zlome dvojne vijačnice DNA ali pa 
blokirajo replikacijske vilice. Odpornost proti kinolonom je običajno posledica mutacij v 
genih za topoizomeraze. Lahko pa jih izločajo iz celice z izlivnimi črpalkami (Li, 2005). 
Število izolatov E. coli, ki so odporni proti kinolonom (ciprofloksacinu) narašča (Appelbaum 
in Hunter, 2000). Odpornost proti kinolonom je lahko zapisana tudi na plazmidu, kar je bilo 
prvič opisano pri vrsti Klebsiella pneumoniae. Prvotno opisanim genom qnr z zapisom za 
različne proteine Qnr, ki preprečijo kinolonom, da se vežejo na DNA-girazo in 
topoizomerazo IV, so se v zadnjih letih pridružili še drugi (Cattoir in sod., 2007). 
2.4.1.4 Amfenikoli 
 
Glavni predstavnik te skupine je kloramfenikol, ki se poveže s 50 S podenoto ribosoma in s 
tem zavira sintezo bakterijskih proteinov. Zaradi stranskih učinkov, npr. aplastične anemije 
in zmanjšanja gostote kostnega mozga, se v Evropi uporablja za zdravljenje živali, ki niso 
namenjene prehranski industriji. Odpornost je lahko posledica encimske inaktivacije, npr. z 
encimom kloramfenikol acetil-transferazo (CAT), ali črpanja antibiotika iz celice oziroma 
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Trimetoprim zavira sintezo tetrahidrofolata z inhibicijo dihidrofolat reduktaze. 
Tetrahidrofolat je aktivna oblika folne kisline, ki je pomembna za metabolizem nukleinskih 
kislin. Pogosto se ga v kombinaciji s sulfonamidi uporablja za zdravljenje okužb sečil. 
Odpornost je običajno posledica mutacij v genu za dihidrofolat reduktazo, ki onemogoča 
vezavo učinkovine. Poznamo številne gene dfr z zapisom za na trimetoprim neobčutljive 
encime (Gleckaman in sod., 1981). 
2.4.1.6 Natrijev azid 
 
Natrijev azid inhibira izločanje proteinov čez plazemsko membrano. Sevi E. coli z 
mutiranima genoma azi in secA so odporni na njegovo delovanje (Oliver in sod., 1990). Ker 
je večina po Gramu negativnih bakterij občutljiva za natrijev azid, se odporne seve uporablja 
kot recipiente pri poskusih konjugativnih prenosov plazmidov. 
 
2.4.2 Konjugativni prenos genskih zapisov za odpornost 
 
Odpornost proti protimikrobnim učinkovinam je lahko intrinzična (značilna za vrsto) ali 
pridobljena. Pridobljena je lahko posledica mutacij kromosomskega ali izven-
kromosomskega gena ali pa pridobitve genskega zapisa, katerega produkt onemogoči 
delovanje učinkovine (običajno z inaktivacijo). Z vidika širjenja odpornosti so najbolj 
problematični genski zapisi na mobilnih elementih, npr. plazmidih, ker se prenašajo 
horizontalno med bakterijami v združbi. Konjugacija je možna tudi med bakterijami 
različnih vrst (Tenover, 2006). Vodni rezistom (skupek vseh genov za odpornost v vodi) je 
pomemben tudi z vidika širjenja genov za odpornost med okoljskimi bakterijami in 
potencialno patogenimi bakterijami fekalnega izvora. Vzpostavitev konjugativnega stika 
med obema celicama, donorsko in recipientsko, je bolj učinkovita v vodnih biofilmih kot v 
tekočih vodah (Trevors in sod., 1987). Čeprav na frekvenco konjugacije pri E. coli vpliva 
tudi temperatura, optimalna naj bi bila pri 37 oC, so pri sevih iz fekalno onesnaženega in s 
težkimi kovinami kontaminiranega morskega sedimenta učinkovit konjugativen prenos v 
laboratorijskih razmerah dokazali tudi pri temperaturi 10 °C (Stewart in Koditschek, 1980). 
Zato, da bakterijo lahko najdemo v zanjo ekstremnem okolju, kot so kraški vodonosniki in 
jame, se mora prilagoditi, da je sposobna preživeti v takem okolju. V literaturi zasledimo, 
da naj bi bil njen življenjski čas v nesterilni vodi od 8 do 12 ur, v nesterilnem produ pa več 
mesecev (Personné in sod., 1997). Campbell in sod. so ugotovili, da je E. coli v ZDA 
(Alabama in Georgia) prisotna v manjših vodnih telesih v večih jamah, bakterijo so izolirali 
iz ponvic vode in njeno prisotnost povezali z zunanjimi vplivi kot so človek, netopirji in 
druge živalske vrste. Potrdili so, da je bakterija sposobna daljše obdobje preživeti v kraškem 
ekosistemu (Campbell in sod., 2011).  
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2.5 KARAKTERIZACIJA SEVOV 
 
2.5.1 ERIC-PCR  
 
Metoda nam je tekom raziskave omogočila ločevanje klonalnih sevov. Temelji na 
pomnoževanju enterobakterijskih ponavljajočih se skupnih zaporedij (angl. enterobacterial 
repetitive intergenic conseus). Omogoča nam razlikovanje med različnimi vrstami 
enterobakterij kot tudi med sevi iste vrste. Metoda da vpogled v evolucijo bakterij in nam 
poda “prstni odtis” bakterije (Versalović, 1991). 
2.5.2 Tipizacija na osnovi multilokusnih zaporedji - MLST 
 
Metoda je osnovana na uporabi gospodinjskih genov (angl. housekeeping genes), to so geni, 
ki so esencialni za normalno delovanje in preživetje bakterije.: Glede na alelni profil lahko 
uvrstimo izolat v sekvenčno skupino (ST). (Tartof in sod., 2005). Ugotavljanje sekvenčnih 
skupin lahko poenostavimo za tiste, ki so specifični za posamezni alel izbranega 
gospodinjskega gena. 
2.5.3 FILOGENETSKE SKUPINE 
 
Clermont in sodelavci so leta 2000 objavili članek, v katerem so seve E. coli z enostavno 
metodo, ki temelji na PCR, razvrstili v štiri filogenetske skupine (genetske podstrukture): A, 
B1, B2 in D. Glede na to razdelitev sevi, ki povzročajo zunajčrevesne okužbe, večinoma 
sodijo v skupino B2, nekaj pa se jih uvrsti v skupino D, v skupini A pa so večinoma 
komenzalni sevi. Filogenetsko skupino določimo na podlagi prisotnosti ali odsotnosti genov 
chuA, yjaA in odseka DNA TspE4.C2. Vsaka skupina je značilno zastopana v različnih 
populacijah. Sevi, izolirani iz človeka, se najpogosteje uvrščajo v skupino A (v 40 %), sledi 
skupina B2 (25 %), manj zastopani pa sta skupini B1 in D. Pri živalih prevladuje skupina 
B1, sledijo ji skupine A, B2 in D. Razlika se pojavlja tudi med udomačenimi in divjimi 
vrstami živali. Sevi iz skupine B2 so veliko bolj pogosti pri divjih vrstah, sevi iz skupine A 
pa so pogosteje izolirani pri udomačenih vrstah. Različna prevalenca se pojavlja verjetno 
zaradi specifičnih interakcij z gostiteljem (Tenaillon in sod., 2010). Leta 2005 so Branger in 
sod. razširili filogenetske skupine. Dodali so podskupine A0, A1, B22, B23, D1 in D2; ključ 
razvrščanja sevov v skupine na podlagi PCR rezultatov je prikazan v preglednici 1 (Branger 
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Preglednica 1: Ključ razporejanja sevov E. coli v filogenetske skupine na podlagi rezultata specifične reakcije PCR, kjer 
preverjamo prisotnost genov chuA, yjaA in fragmenta DNA TspE4.C2. (Clermont in sod. 2000; Branger in sod., 2005). 
chuA yjaA TspE4.C2 Filogenetska skupina 
- - - A0 
- + - A1 
- - + B1 
+ + - B22 
+ + + B23 
+ - - D1 
+ - + D2 
Clermont je s sodelavci leta 2013 dopolnil metodo razvrščanja in dodal skupine C, E in F, 
poleg teh je dodal še pojem U (angl. untypable). Pri metodi je uporabljen originalni tripleks 
z modificiranimi začetnimi oligonukleotidi. V reakcijo so dodani začetni oligonukleotidi za 
gen arpA za notranjo kontrolo. Metoda zahteva še dodatno reakcijo PCR za razlikovanje 
med skupinami C in A ter D in E (Clermont in sod. 2013). 
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V Preglednici 2 so navedene kemikalije, ki smo jih uporabili pri našem delu.. 
Preglednica 2: Uporabljene kemikalije s proizvajalcem in državo izvora. 
Kemikalija  Proizvajalec (Država) 
Borova kislina Carlo Erba (Italija) 
Tris baza Sigma (ZDA) 
Dinatrijeva sol etilendiamintetraocetne 
kisline (EDTA dinatrijeva sol) 
Carlo Erba Reagents (Francija) 
Gojišče LB LLG Labware (Nemčija) 
Gojišče UriSelect™ Bio Rad (ZDA) 
Gojišče BHI LLG Labware (Nemčija) 
Agar v prahu VWR CHEMICALS (Belgija) 
Agaroza Sigma (ZDA) 
Ampicilin, natrijev azid, cefotaksim, 
ciprofloksacin, tetraciklin, trimetoprim 
Sigma (ZDA) 
NaCl Merck (Nemčija) 
Standardne lestvice: Standardna DNA 
lestvica »GeneRuler 50 bp DNA 
Ladder« (#SM0371), Standardna DNA 
lestvica »GeneRuler 100 bp DNA 
Ladder« (#SM0241), Standardna DNA 
lestvica GeneRuler 100 bp Plus DNA 
Ladder (#SM0321), Standardna DNA 
lestvica »GeneRuler 1 kb DNA Ladder« 
(#SM0311), Standardna DNA lestvica 
»GeneRuler 1 kb Plus DNA Ladder« 
Thermo Fisher Scientific (US) 
96-% etanol  
GreenTaq Master Mix (2×)  
6-× Loading Dye (nanašalni pufer za 
elektroforezo) 
Thermo Fisher Scientific (US) 
Thermo Fisher Scientific (US) 
Etidijev bromid 





3.1.2 Oprema in pribor 
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Preglednica 3: Oprema in podatki o proizvajalcu in državi izvora. 
Oprema  Proizvajalec (Država)  
Aparatura za prikaz in slikanje gelov Syngene (Velika Britanija) 
Avtomatske nastavljive pipete (1-1000 µL, 10-
100 µL …) 
Eppendorf (Nemčija) 
Ciklični termostat Omega in Bio-Rad (ZDA) 
Mikrocentrifugirke Eppendorf (Nemčija) 
Hladilnik Bosch (Nemčija) 
Indukcijska kuhalna plošča Ciatronic (Nemčija) 
Aparatura za agarozno gelsko elektroforezo LKB Bromma (Švedska) 
Laboratorijska steklovina: čaše, steklene 
palčke, erlenmajerice, merilni valji, infuzijske 
stekleničke.. 
 
Laminarij Iskra PIO (Slovenija) 
Magnetno mešalo IKA (Nemčija) 
Mikrocentrifugirke za PCR Eppendorf (Nemčija) 
Mikrovalovna pečica Gorenje (Slovenija) 
Namizna centrifuga  Eppendorf (Nemčija) 
Nastavki za avtomatske pipete (različni 
volumni) 
Eppendorf (Nemčija) 
Sterilne plastične cepilne zanke za enkratno 
uporabo 
Golias (Slovenija) 
Sterilne plastične petrijevke Golias (Slovenija) 
Plinski gorilnik Tlos (Hrvaška) 
Rokavice za enkratno uporabo  
Spatula po Drigalskem  
Spektrofotometer Shimadzu (Japonska) 
Steklene kroglice  
Stresalnik New Brunswick Scientific (ZDA) 
Tehtnica Tehnica (Slovenija) 
Vibracijski mešalnik IKA (Nemčija) 
Vodna kopel Memmert (Nemčija) 
Zamrzovalne skrinje (-20 in -80 °C) Liebherr (Nemčija) in Sanyo (Japonska) 
 
 
3.1.3 Bakterijski izolati vrste E. coli iz kraških vodonosnikov 
 
Izolati E. coli, ki so bili uporabljeni v raziskavi, izhajajo iz kraških vodnih teles, ki so bila 
vzorčevana v okviru rednega monitoringa, ki ga izvaja Inštitut za raziskovanje krasa ZRC 
SAZU in v okviru raziskovalnih projektov ARRS. Vodni vzorci so bili zajeti iz ponikalnic 
na ponoru (Črni potok, Reka), na ponoru in v podzemlju (Pivka, Rak), na izvirih 
(Malenščica) in iz vrtine (Klariči) (Slika 2). 
Na površinski tok reke Pivke in dolvodno v podzemlju vplivajo človekove dejavnosti iz 
okolice, na kar kažejo občasno povišane koncentracije sulfatov, kloridov ter organskih in 
fekalnih onesnaževal (Mulec in sodelavci, 2019). V podzemlju Pivka nadaljuje pot proti 
Planinski jami, kjer se združi z reko Rak. Dolvodno od podzemnega sotočja v Planinski jami 
izvira kot Unica. V Planinski jami, v delu jame kjer teče Rak, je bil vzorčevan tudi t.i. 
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Javorniški podzemni tok, ki odteka proti izviru Malenščice. Malenščica je vir pitne vode za 
21.000 prebivalcev okolice (Petrič, 2010). (Slika 7) 
Voda iz črpališča Klariči je vir pitne vode za Kraški vodovod Sežana. Vzorci vode iz tu niso 
vsebovali E. coli, kar pomeni, da voda ni fekalno onesnažena. V bližini te vrtine se nahaja 
Jama pri komarjih, od tu izvira vzorec E. coli. Vzorec smo prav tako pridobili iz reke Vipava. 
Reka Reka izvira ob vznožju Snežnika in ponika v Škocjanskih jamah, kjer so bili tudi 
odvzeti vzorci za mikrobiološko analizo. Poleg reke Reke so bili v analizo vključeni tudi 
izolati iz prenikle vode iz Škocjanskih jam. 
Vzorci so bili, na terenu, odvzeti v različnih hidroloških razmerah leta 2017; iz Črnega 
potoka junija, julija, avgusta in novembra, iz Malenščice septembra, iz Pivke maja, julija, 
avgusta, septembra, oktobra in novembra, iz Raka septembra in iz Unice septembra, oktobra 
in novembra. 
Vodni vzorci iz reke Reke so bili odvzeti maja 2019, iz črpališča Klariči avgusta 2019, iz t.i. 
Javorniškega toka v Planinski jami pa septembra 2019. Vzorčevanje izvira Malenščice je 
bilo dodatno vzorčevano (vsakodnevno pet dni) ob nizkem pretoku julija 2019. 
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Slika 2: Hidrogeološka karta Notranjskega krasa, ki nam prikazuje mesta vzorčenja, smer toka podzemnih tokov ter potencialne vire onesnaženja vode. Legenda: Pivka:1; 2-PO 
jama, Veliki dom; 3-PO, Spodnji Tartar; 4-OT; 5-PI, sifon; 6-PL, Pivški rokav, Rak: 7-V. naravni most; 8-PL, Rakov rokav, Unica (Pivka+Rak): 9-PL, na vhodu 
pri lati, Malenščica: 10-Malni, Črni potok: 11-LEK, Črni potok. ČN - čistilna naprava, PO- Postojnska jama (Vir: prirejeno po Mulec in sod., 2019 osebni arhiv, J. Mulec, 
Inštitut za raziskovanje Krasa) 
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3.1.4  Laboratorijski sevi 
 
Sev E. coli J53, iz zbirke sevov Katedre za molekularno genetiko in biologijo 
mikroorganizmov Oddelka za biologijo Biotehniške fakultete uporabili smo ga kot 
recipientski sev pri konjugaciji. J53 je odporen proti natrijevemu azidu.  
3.1.5 Priprava gojišč 
 
3.1.5.1 Priprava tekočih gojišč BHI (Brain-Heart infusion) 
Gojišče smo pripravili tako, da smo v destilirani vodi raztopili 37 g/l gojišča BHI. Po 30 ml 
raztopljenega gojišča smo nato razdelili v erlenmajerice z volumnom 150 ml in jih 
sterilizirali 15 min z avtoklaviranjem pri temperaturi 121 °C in tlaku 100 kPa.  
 
3.1.5.2 Priprava trdnih gojišč BHI 
Za pripravo trdnih gojišč BHI smo natehtali 37 g/l gojišča BHI in 15 g/l agarja ter dodali 
destilirano vodo do skupnega volumna 1000 ml. Raztopljeno gojišče smo sterilizirali z 
avtoklaviranjem 15 min pri 121 °C in tlaku 100 kPa. Nato smo v vodni kopeli gojišče ohladili 
na 55 °C ter vlili v plastične petrijevke. 
3.1.5.3 Priprava trdnih gojišč LB (LURIA BROTH) 
 
Trdna gojišča smo pripravili tako, da smo v erlenmajerici s prostornino 1500 ml zmešali 25 
g gojišča LB,15 g agarja in dodali destilirano vodo do volumna 1 l. Zmes smo premešali in 
sterilizirali z avtoklaviranjem: 15 min, pri tlaku 100 kPa in pri 121 °C. Nato smo gojišče 
ohladili tako, da smo erlenmajerico postavili za 30 - 60 min v vodno kopel s temperaturo 55 
°C. Ko je bilo gojišče ohlajeno, smo ga razlili v sterilne plastične petrijevke.  
3.1.5.4 Priprava trdnih gojišč LB z dodanimi protimikrobnimi učinkovinami 
 
Na 55 oC ohlajenemu gojišču smo dodali eno ali več protimikrobnih učinkovin, ga premešali 
in vlili v sterilne plastične petrijevke. Založne koncentracije protimikrobnih učinkovin ter 
oznake na ploščah z gojiščem so navedene v Preglednici 4.  
Preglednica 4: Založne koncentracije protimikrobnih učinkovin za pripravo gojišč 
Protimikrobna učinkovina  Založna konc. (mg/ml) Konc. v gojišču (µg/ml) 
Ampicilin (AMP) 100 100 
Cefotaksim 1 (CTX1) 10 1 
Cefotaksim 2 (CTX2) 10 2 
Ciprofloksacin (CIP) 10 1 
Kloramfenikol (CAM) 50 20 
Natrijev azid (AZ) 160 160 
Nalidiksična kislina (NAL) 100 25 
Tetraciklin (TET) 12,5 10 
Trimetoprim (TMP) 10 10 
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3.1.5.5 Priprava trdnih gojišč UriSelect™ 4 (URI)  
 
Gojišče UriSelect™ 4 smo pripravili tako, da smo k 56,8 g mešanice dodali destilirano vodo 
do skupnega volumna 1 l. Mešanico smo dobro premešali in jo nato segrevali v mikrovalovni 
pečici, dokler se gojišče ni popolnoma raztopilo. Raztopljeno gojišče smo sterilizirali z 
avtoklaviranjem (kot v poglavju 3.1.5.1), ohladili v topli kopeli na 55 °C in vlili v sterilne 
plastične petrijevke. 
3.1.5.6 Priprava trdnih gojišč BAB z dodano krvjo (KA) 
 
Za 1 l trdnega gojišča smo v 1 l dH2O vmešali 40 g gojišča BAB. Nadaljevali smo kot je 
opisano za gojišče LB v poglavju 3.1.5.1. Po inkubaciji gojišča v topli kopeli (55 °C) smo 
dodali še 50 ml sterilne goveje krvi. Nato smo gojišče razlili v sterilne plastične petrijevke. 
 
3.1.5.7 Sestava in priprava 5× pufra TBE za agarozno gelsko elektroforezo  
 
Za pripravo 1 l 5× pufra TBE smo v dvolitrsko steklenico dodali 54 g Tris baze, 27,5 g 
borove kisline in 20 ml 0,5 M EDTA (pH = 8)∗. Vse sestavine smo raztopili v destilirani 
vodi, tako, da je bil skupen volumen 1000 ml. 
∗0,5 M EDTA (pH = 8) smo pripravili tako da smo v 500 ml dH2O zamešali 93,06 g 
dinatrijeve soli etilendiamintetraocetne kisline. Ker se ta v vodi začne raztapljat pri pH = 8, 
je potrebno dodati NaOH. V raztopino zato vstavimo pH meter, jo mešamo z magnetnim 
mešalom in postopoma dodajamo NaOH, da dosežemo pH 8. Postopek raztapljanja lahko 
pospešimo s segrevanjem. Na koncu smo raztopino sterilizirali z avtoklaviranjem pri 
temperaturi 121 °C in tlaku 100 kPa, 15 min. 
Za elektroforezo smo uporabili 1× pufer TBE kar pomeni, da so smo 5-× TBE redčili z dH2O 
v razmerju 1:4. 
3.2 METODE 
 
3.2.1 Izolacija in čiščenje sevov ter priprava bakterijskih lizatov 
 
Večino vzorcev E. coli so izolirali na Inštitutu za raziskovanje krasa ZRC SAZU. Primarna 
izolacija sevov E. coli je bila izvedena na selekcijskem gojišču Compact Dry EC coliform 
bacteria and E.coli (Nissui Pharmaceutical, Japan). Bakterijo E. coli smo iz teh vzorcev 
izolirali in precepili do posameznih kolonij na gojišču UriSelect™. Večino izolatom smo 
identiteto potrdili z MALDI-TOF MS (angl. Matrix-Assisted Laser Desorption/Ionization 
Time-Of-Flight Mass Spectrometry), na Inštitutu za mikrobiologijo in imunologijo 
Medicinske fakultete v Ljubljani. 
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Iz vseh pridobljenih izolatov smo pripravili bakterijske lizate. Priprava lizatov je potekala 
po postopku v katerem smo v 1,5 ml mikrocentrifugirko dodali 200 µl destilirane vode in v 
njej z vibracijskim mešalom resuspendriali polno cepilno zanko (1 µl) kolonij seva iz trdnega 
LB gojišča. Suspenzijo smo nato segrevali 10 min v vreli vodi. Sledilo je 10 min 
centrifugiranje pri sobni temperaturi in 14.000 rpm v namizni centrifugi (Eppendorf 5417C, 
20800 g = 14.000 rpm). Po končanem centrifugiranju smo prenesli 150 µl supernatanta v novo, 
sterilno mikrocentrifugirko in ga shranili v zamrzovalnik pri temperaturi - 20 °C do uporabe. 
V lizatih, ki smo jih uporabili za PCR, je bila celokupna bakterijska DNA.  
 
3.2.2 Verižna reakcija s polimerazo (PCR) 
 
PCR smo uporabili za pomnoževanje in kasnejšo detekcijo izbranih genov. V Preglednici 6 
so prikazani uporabljeni začetni oligonukleotidi, uporabljene razmere za pomnoževanje in 
velikost pričakovanih pomnožkov. Z metodo smo določili: klonalnost sevov z ERIC-PCR, 
filogenetske skupine, sekvenčne tipe, gene qnr, prisotnost genov povezanih z dejavniki 
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Preglednica 5: Začetni oligonukleotidi, uporabljeni v PCR, njihova zaporedja, razmere pomnoževanja in pričakovana velikost pomnožkov.  
Gen/fragment 
DNA 











94 °C - 7 min    1x 
94 °C - 30 s 
40 °C - 15 s 
72 °C - 5 min 
72 °C - 7 min    1x 
/ 
Prirejeno po 
Versalović , 1991 
 





(TGCCGCCAGTACCAAAGACA) 94 °C - 5 min    1x 
94 °C - 30 s 
55 °C - 30 s 
72 °C - 45 s 






















94 °C - 4,5 min   1x 
94 °C - 30 s 
59 °C - 30 s 
72 °C - 30 s 
72 °C - 5 min     1x 
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Nadaljevanje preglednice 5: Začetni oligonukleotidi uporabljeni v reakcijah PCR, njihova zaporedja, razmere pomnoževanja in pričakovana velikost pomnožkov 
Gen/fragment DNA Začetni oligonukleotidi PCR-protokol Velikost pomnožka 
(bp) 
Referenca 





(TGCCGCCAGTACCAAAGACA) 94 °C - 4,5 min   1x 
94 °C - 30 s 
59 °C - 30 s 
72 °C - 30 s 






















(TCTGCGCCGGTCACGCCC) 94 °C - 4,5 min   1x 
94 °C - 30 s 
57 °C - 30 s 
72 °C - 30 s 
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Nadaljevanje preglednice 5: Začetni oligonukleotidi uporabljeni v reakcijah PCR, njihova zaporedja, razmere pomnoževanja in pričakovana velikost pomnožkov 
Gen/fragment 
DNA 










95 °C - 5 min   1x 
94 °C - 30 s 
60 °C - 30 s 
72 °C - 40 s 




Starčič Erjavec in 
sodelavci, 2011 
crl 
M571 F  
(TTTCGATTGTCTGGCTGTATG)  











95 °C - 5 min   1x 
94 °C - 30 s 
55 °C - 30 s 
72 °C - 45 s 
72 °C - 7 min    1x 
270 
Prirejeno po 






(TACGGTTCCATGTTCCTTCGAC) 95 °C - 6 min   1x 
94 °C - 30 s 
58 °C - 30 s 
72 °C - 1,5 min 
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Nadaljevanje preglednice 5: Začetni oligonukleotidi uporabljeni v reakcijah PCR, njihova zaporedja, razmere pomnoževanja in pričakovana velikost pomnožkov 
Gen/fragment 
DNA 









(AACCCTGTAAGAAGACTGAGC) 95 °C - 5 min   1x 
94 °C - 30 s 
52 °C - 30 s 
72 °C - 1 min 
72 °C - 7 min    1x 
 























(ACGGTAAGAGTGTGGATGGCGGAGTC) 95 °C - 5 min   1x 
94 °C - 30 s 
57 °C - 30 s 
72 °C - 30 s 


























95 °C - 5 min    1x 
94 °C - 30 s 
50 °C - 30 s 
72 °C - 1 min 
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Nadaljevanje preglednice 5: Začetni oligonukleotidi uporabljeni v reakcijah PCR, njihova zaporedja, razmere pomnoževanja in pričakovana velikost pomnožkov 
Gen/fragment 
DNA 









(ATGAACAGTGCAGATGAGCTCC) 95 °C - 5 min   1x 
94 °C - 30 s 
60 °C - 30 s 
72 °C - 1 min 
72 °C - 10 min   1x 
793 
Prirejeno po 
























(GGGCGCCAAAGCATGCTCC) 95 °C - 5 min   1x 
94 °C - 30 s 
50 °C - 30 s 
72 °C - 45 s 
72 °C - 20 min   1x 
175 
Prirejeno po 






















95 °C - 4 min   1x 
94 °C - 30 s 
55 °C - 30 s 
72 °C - 45 s 
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Nadaljevanje preglednice 5: Začetni oligonukleotidi uporabljeni v reakcijah PCR, njihova zaporedja, razmere pomnoževanja in pričakovana velikost pomnožkov 
Gen/fragment 
DNA 
Začetni oligonukleotidi PCR- protokol Velikost 
pomnožka (bp) 
Referenca 







95 °C - 5 min   1x 
94 °C - 30 s 
63 °C - 30 s 
72 °C - 45 s 
72 °C - 7 min    1x 
593 
Prirejeno po 
















95 °C - 5 min   1x 
94 °C - 30 s 
57 °C - 30 s 
72 °C - 2 min 
72 °C - 7 min    1x 
















95 °C - 5 min    1x 
94 °C - 30 s 
58 °C - 30 s 
72 °C - 1 min 
















95 °C - 5 min   1x 
94 °C - 30 s 
63 °C - 45 s 
72 °C - 1 min 
72 °C - 10 min    1x 
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Nadaljevanje preglednice 5: Začetni oligonukleotidi uporabljeni v reakcijah PCR, njihova zaporedja, razmere pomnoževanja in pričakovana velikost pomnožkov 
Gen/fragment 
DNA 
Začetni oligonukleotidi PCR- protokol Velikost 
pomnožka (bp) 
Referenca 






95 °C - 5 min   1x 
94 °C - 30 s 
50 °C - 30 s 
72 °C - 40 s 
72 °C - 7 min    1x 
410 
Prirejeno po Le 
Bouguenec 








95 °C - 5 min   1x 
94 °C - 30 s 
63 °C - 30 s 
72 °C - 2 min 











95 °C - 5 min   1x 
94 °C - 30 s 
55 °C - 30 s 
72 °C - 2 min 
72 °C - 10 min    1x 







95 °C - 5 min   1x 
94 °C - 30 s 
53 °C - 30 s 
72 °C - 30 s 
72 °C - 10 min    1x 






95 °C - 10 min   1x 
94 °C - 30 s 
55 °C - 30 s 
72 °C - 45 s 
72 °C - 7min    1x 
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Nadaljevanje preglednice 5: Začetni oligonukleotidi uporabljeni v reakcijah PCR, njihova zaporedja, razmere pomnoževanja in pričakovana velikost pomnožkov 
Gen/fragment 
DNA 
Začetni oligonukleotidi PCR- protokol Velikost 
pomnožka (bp) 
Referenca 






95 °C - 5 min   1x 
94 °C - 30 s 
55 °C - 30 s 
72 °C - 1 min 
72 °C - 10 min    1x 
827 
Prirejeno po 





(AGGCAGGTGTGCGC 2000 CGCGTAC) 
IbeA-r  
(TGGTGCTCCGGCAA ACCATGC) 
95 °C - 5 min   1x 
94 °C - 30 s 
60 °C - 30 s 
72 °C - 1 min 
72 °C - 10 min    1x 
170 
Prirejeno po 







95 °C - 5 min   1x 
94 °C - 30 s 
60 °C - 30 s 
72 °C - 1 min 
72 °C - 10 min    1x 






95 °C - 5 min   1x 
94 °C - 30 s 
57 °C - 30 s 
72 °C - 1 min 
72 °C - 7 min    1x 
785 
Prirejeno po 
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Nadaljevanje preglednice 5: Začetni oligonukleotidi uporabljeni v reakcijah PCR, njihova zaporedja, razmere pomnoževanja in pričakovana velikost pomnožkov 
Gen/fragment 
DNA 
Začetni oligonukleotidi PCR- protokol Velikost 
pomnožka (bp) 
Referenca 






95 °C - 5 min   1x 
94 °C - 30 s 
50°C - 30 s 
72 °C - 1 min 











94 °C - 10 min   1x 
94 °C - 40 s 
60 °C - 40 s 
72 °C - 1 min 

















TGCCAGGCACAGATCTTGAC) 95 °C - 10 min   1x 
95 °C - 30 s 
58 °C - 30 s 
72 °C - 45 s 
72 °C - 10 min    1x 
580 
Prirejeno po 
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Nadaljevanje preglednice 5: Začetni oligonukleotidi uporabljeni v PCR, njihova zaporedja, razmere pomnoževanja in pričakovana velikost pomnožkov.  
Gen/fragment 
DNA 









94 °C - 3 min   1x 
94 °C - 30 s 
60 °C - 30 s 
72 °C - 30 s 
72 °C - 5 min    1x 
104 

























(AGCTTATTCATCGCCACGTT) 94 °C - 5 min   1x 
94 °C - 25 s 
52 °C - 40 s 
72 °C - 50 s 
72 °C - 6 min    1x 
416 
Woodford in 
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Nadaljevanje preglednice 5: Začetni oligonukleotidi uporabljeni v PCR, njihova zaporedja, razmere pomnoževanja in pričakovana velikost pomnožkov.  
Gen/fragment 
DNA 
















(CGTTCATCCATAGTTGCCTGAC) 94 °C - 10 min   1x 
94 °C - 40 s 
60 °C - 40 s 
72 °C - 1 min 
72 °C - 5 min    1x 
800 
Dallenne in 
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3.2.3 Sestava reakcijskih mešanic za PCR 
 
Za PCR smo v različnih razmerjih uporabili: GreenTaq Master Mix, ki vsebuje TaqDNA-
polimerazo, pufer za reakcijo, MgCl2, dATP, dCTP, dGTP, dTTP, destilirano, sterilno vodo, 
začetne oligonukleotide in lizat. Končna prostornina vsake reakcije je bila 25 µl. Prostornine 
dodane vode so se razlikovale glede na število genov, ki smo jih preverjali hkrati v eni 
reakciji in glede na protokole. Razmerja prostornin reakcijske mešanice, za različne reakcije, 
so prikazana v preglednici 6.  
Preglednica 6: Reakcijske mešanice uporabljene za PCR. 
Reakcijska mešanica Gen oz. skupina genov 
GreenTaq Master Mix (2×): 12,5 µl 
dH2O: 5,5 µL 
Vsak začetni oligonukleotid: 1 µl 
Lizat: 2,5 µL 
ERIC-PCR 
GreenTaq Master Mix (2×):: 12,5 µL 
dH2O: 4,5 µL 
Vsak začetni oligonukleotid: 1 µL 
Lizat: 2 µL 
Filogenetske skupine (2000) 
Začetna reakcija: 
GreenTaq Master Mix (2×): 12,5 µL 
dH2O: 3 µL 
Vsak začetni oligonukleotid: 1 µL 
Lizat: 1,5 µL 
 
Reakcija za skupino C: 
GreenTaq Master Mix (2×): 10 µL 
dH2O: 3,8 µL 
Vsak začetni oligonukleotid: 1 µL (gen AgpC) in 
0,6 µL (gen trpB) 
Lizat: 3 µL 
 
Reakcija za skupino E: 
GreenTaq Master Mix (2×):: 10 µL 
dH2O: 3,8 µL 
Vsak začetni oligonukleotid: 1 µL (gen ArpA) in 
0,6 µL (gen trpBA) 
Lizat: 3 µL  
 
Filogenetske skupine (2013) 
GreenTaq Master Mix (2×): 12,5 µL 
dH2O: 0,5 µL 
Vsak začetni oligonukleotid:1 µL  
Lizat: 2 µL 
Skupine CTX-M 
GreenTaq Master Mix (2×): 12,5 µL 
dH2O: 4,5 µL 
Vsak začetni oligonukleotid: 1 µL 
Lizat: 2 µL 
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Nadaljevanje preglednice 7: Reakcijske mešanice uporabljene za PCR. 
Reakcijska mešanica Gen oz. skupina genov 
GreenTaq Master Mix (2×): 12,5 µL 
dH2O: 8,5 µL 
Vsak začetni oligonukleotid: 1 µL 
Lizat: 2 µL 
Simpleks-PCR : 
 hlyA, hlyF, ehx, eae, iha, sfa, eltA, ibeA, usp, aaf, 
papGI, papGIII 
GreenTaq Master Mix (2×): 12,5 µL 
dH2O: 6,5 µL 
Vsak začetni oligonukleotid: 1 µL 
Lizat: 2 µL 
Dupleks-PCR: 
fimH + crl, 
ompT + kpsTMII, 
usp + astA, 
tsh + cvi, 
afa/draBC + iutA, 
papC + fluA, 
fyuA + traT 
clbA + clbQ  
GreenTaq Master Mix (2×): 12,5 µL 
dH2O: 4,5 µL 
Vsak začetni oligonukleotid: 1 µL 
Lizat: 2 µL 
Tripleks-PCR: 
qnrA + qnrB + qnrS 
picU + papGII + hra 
sat + vat + iucD 
stb + tcp + bmaE 
iss + iroN + irp2 
GreenTaq Master Mix (2×):: 12,5 µL 
dH2O: 2,5 µL 
Vsak začetni oligonukleotid: 1 µL 
Lizat: 2 µL 
Sekvenčni tipi: ST69 + ST73 + ST95 + ST131 
 
3.2.4 Agarozna gelska elektroforeza 
 
Za preverjanje prisotnosti in ločevanje pomnožkov DNA smo uporabili gelsko agarozno 
elektroforezo. Gostoto gela oz. odstotek agaroze smo določili glede na pričakovano velikost 
pomnožkov. Uporabili smo gele od 1 do 2,5 % agaroze (Preglednica 7). Gel smo pripravljali 
na dva načina glede na pogostost uporabe. Ob potrebi po večjih količinah gela, smo natehtali 
ustrezno količino agaroze in jo zmešali s 400 ml pufra (1× TBE) v 500 ml laboratorijsko 
steklenico. Zmes smo premešali z magnetnim mešalom in jo avtoklavirali pri temperaturi 
121 °C in tlaku 100 kPa, 15 min. Po avtoklaviranju smo steklenico s stopljeno agarozo 
shranili v topli kopeli pri 55 °C in ob potrebi odlili določeno prostornino gela (30 ml ali 120 
ml). Gel v topli kopeli je primeren za uporabo približno teden dni po pripravi. Gelu smo nato 
dodali etidijev bromid (1,5 µl/ 30 ml gela) in ga vlili v pripravljen nosilec z glavničkom za 
jamice. Ko se je gel strdil, smo odstranili glavniček in gel postavili v elektroforezno banjico 
z 1× pufrom TBE.  
Ob manjši uporabi smo gel pripravili tako, da smo natehtali potrebno količino agaroze, ji v 
150 ml erlenmajerici dodali 1× pufer TBE in segrevali v mikrovalovni pečici toliko časa, da 
se je agaroza raztopila. Zaradi izhlapevanja med segrevanjem smo po potrebi dodali 
destilirano vodo. Ko se je mešanica ohladila, smo nadaljevali kot v zgoraj opisanem 
postopku. 
38 
Kotnik K. Geni za dejav. virul. in odpornost proti protimikrobnim učink. pri sevih vrste E. coli izoliranih iz kraških vodonosnikov.  
Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij molekulske in funkcionalne biologije, 2020  
 
Preglednica 7: Količina agaroze potrebna za pripravo gelov z različno koncentracijo agaroze.  




1 0,3 30 > 1,5 kb 1 1,2 400 
1,5 0,45 30 1,5 kb - 500 bp 1,5 1,8 400 
2 0,6 20 1 kb - 500 bp 2 2,4 400 
2,5 0,75 30 500 bp - 100 bp 2,5 3 400 
 
Pri vsakem gelu smo v prvo in zadnjo jamico vnesli 2,5 µl standardne linearne lestvice 
fragmentov DNA z znano velikostjo. V ostale jamice pa po 5 µl dobljenih PCR-pomnožkov. 
Elektroforezno banjico smo nato priključili na električni vir napetosti, 100 V. Po končani 
elektroforezi smo gel presvetlili z UV svetlobo (302 nm) in ga slikali. Glede na lestvico smo 
določili ali je v vzorcu prisoten pomnožek DNA iskanega gena ali dela DNA. 
Pri delu smo uporabili naslednje standardne linearne lestvice fragmentov DNA znanih 
velikosti:  
- Standardna DNA lestvica »GeneRuler 50 bp DNA Ladder« (#SM0371), ki vsebuje 
fragmente naslednjih velikosti v bp: 50, 100, 150, 200, 250, 300, 400, 500, 600, 700, 
900,1000; 
- Standardna DNA lestvica »GeneRuler 100 bp DNA Ladder« (#SM0241), ki vsebuje 
fragmente naslednjih velikosti v bp: 100, 200, 300, 400, 500, 600, 700, 800, 900, 
1000;  
- Standardna DNA lestvica GeneRuler 100 bp Plus DNA Ladder (#SM0321), ki 
vsebuje format naslednjih velikosti v bp: 100, 200, 300, 500, 500, 600, 700, 800, 900, 
100, 1200, 1500, 2000, 3000 
- Standardna DNA lestvica »GeneRuler 1 kb DNA Ladder« (#SM0311), ki vsebuje 
fragmente naslednjih velikosti v bp: 250, 500, 700, 1000, 1500, 2000, 2500, 3000, 
3500, 4000, 5000, 6000, 8000, 10000;  
- Standardna DNA lestvica »GeneRuler 1 kb Plus DNA Ladder« (#SM1333), ki 
vsebuje fragmente naslednjih velikosti v bp: 75, 200, 300, 400, 500, 700, 1000, 1500, 
2000, 3000, 4000, 5000, 7000, 10000, 20000. 
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3.2.5 Rastna krivulja za seve, ki smo jih uporabili za konjugacijo 
 
Za pripravo kultur v srednji logaritemski fazi rasti, smo za seve J53 in 87 in 312 izdelali 
rastno krivuljo. V tekoče gojišče LB smo nacepili izbrane seve in jih preko noči inkubirali 
na stresalniku (180 vrt./min) pri 37 °C. Naslednji dan smo razredčili zraslo kulturo v 25 ml 
tekočega gojišča LB. To smo storili tako, da smo v sterilno tekoče gojišče dodali 10 % 
kulture. Sledilo je spektrofotometrično merjenje rasti bakterij, ki smo ga izvajali vsakih 30 
minut tako, da smo izmerili optično gostoto pri valovni dolžini 590 nm, hkrati pa smo 
bakterijsko kulturo ustrezno redčili in jo s sterilnimi steklenimi kroglicami razmazali na 
trdno gojišče LB. Plošče smo inkubirali preko noči pri 37 °C. Meritve smo izvajali 3 ure. 
Naslednji dan smo prešteli zrasle kolonije in izrisali graf rasti sevov na osnovi optične 
gostote in števila zraslih kolonij. Z izdelavo rastne krivulje smo lahko v nadaljevanju 
predvideli čas rasti posameznega seva od nacepitve do koncentracije približno 5 × 
108 CFU/ml. 
3.2.6 Konjugacija v tekočem gojišču 
 
V posamezna tekoča gojišča smo nacepili izbrane okoljske seve (EC87, EC125 EC312) in 
laboratorijski sev J53, ki smo ga uporabili kot recipientski sev. Kulture smo inkubirali na 
stresalniku (180 vrt./min) preko noči pri 37 °C. Po inkubaciji smo v 25 ml tekočega gojišča 
BHI ali LB kulturo razredčili 100×. Nato smo spremljali rast naših bakterij s 
spektrofotometričnimi meritvami pri valovni dolžini 590 nm do logaritemske faze. Željena 
optična gostota kulture je bila med 0,6 in 0,7. Pri željeni optični gostoti smo odpipetirali v 
sterilne 2-ml mikrocentifugirke po 820 µl recipientskega seva J53 in mu dodali 180 µl 
kulture donorskega seva. Inkubacija brez stresanja je trajala 5 ur pri 37 °C in 25 °C. Med 
inkubacijo smo lahko pripravili negativno kontrolo: 30 µl donorja in recipienta smo ločeno 
nanesli na selekcijska gojišča, ki so vsebovala natrijev azid za protiselekcijo donorja in 
protimikrobno učinkovino, proti kateri je bil odporen donor, ne pa recipient (CTX, AMP, 
TET). Za ugotavljanje števila recipienta smo na plošče z gojiščem LB nanesli po 100 µl od 
10-5 do 10-7 v fiziološki raztopini redčene recipientske kulture ter suspenzijo razmazali s 
steklenimi kroglicami. Te plošče smo inkubirali preko noči pri 37 °C. Po 100 µl neredčene 
ali 10-krat oziroma 100-krat redčene konjugacijske mešanice smo razmazali na selekcijska 
gojišča LB + TET + Azid, LB + AMP + Azid in LB + CTX + Azid. Plošče s konjugacijsko 
mešanico in kontrolne plošče smo inkubirali dva dni pri 37 °C, plošče LB na katerih smo 
ugotavljali število recipientov, pa 24 ur pri 37 °C. 
Po dveh dneh smo prešteli zrasle kolonije in še enkrat precepili transkonjugante, da smo jih 
prečistili in potrdili. Izračunali smo vrednost CFU/ml za sev J53 in transkonjugante. Tako 
smo lahko izračunali frekvenco konjugacije po Enačbi 1. 
𝐹𝐹𝐹𝐹𝐹𝐹𝐹𝐹𝐹𝐹𝐹𝐹𝐹𝐹𝐹𝐹𝐹𝐹 𝐹𝐹𝑘𝑘𝐹𝐹𝑘𝑘𝑘𝑘𝑘𝑘𝐹𝐹𝐹𝐹𝑘𝑘𝑘𝑘𝐹𝐹 = š𝑡𝑡𝑡𝑡𝑡𝑡𝑡𝑡𝑡𝑡𝑡𝑡 𝑡𝑡𝑡𝑡𝑡𝑡𝑡𝑡𝑡𝑡𝑡𝑡𝑡𝑡𝑡𝑡𝑡𝑡𝑡𝑡𝑡𝑡𝑡𝑡𝑡𝑡𝑡𝑡 𝑐𝑐𝑐𝑐𝑡𝑡/𝑚𝑚𝑡𝑡
š𝑡𝑡𝑡𝑡𝑡𝑡𝑡𝑡𝑡𝑡𝑡𝑡 𝑡𝑡𝑡𝑡𝑐𝑐𝑡𝑡𝑟𝑟𝑡𝑡𝑡𝑡𝑡𝑡𝑡𝑡𝑡𝑡 𝑐𝑐𝑐𝑐𝑡𝑡/𝑚𝑚𝑡𝑡
                          ... (1) 
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Za vsako konjugacijo smo naredili dve do tri ponovitve.  
3.2.7 Potrjevanje transkonjugant 
 
Transkonjugante smo dvakrat precepili na selekcijska gojišča in nato iz njih pripravili lizat, 
kot je opisano pod poglavjem 3.2.1. Na podlagi filogenetskih skupin smo nato potrdili naše 
transkonjugante. To smo lahko storili pri tistih sevih, ki niso imeli enake filogenetske 
skupine kot recipient, sev J53, ki se uvršča v skupino A1. Vse vzorce, ki so spadali v 
filogenetsko skupino A1 smo potrdili, kot transkonjugante. 
3.2.8 Ugotavljanje fenotipske odpornosti 
 
Za vse seve smo preverili fenotipsko odpornost proti izbranim protimikrobnim učinkovinam. 
Iz plošče z nacepljenim testiranim sevom smo po 20-urni inkubaciji s sterilno ezo prenesli 
nekaj kolonij na ploščo z gojiščem LB in dodano protimikrobno učinkovino. Testirali smo 
odpornost proti ampicilinu (AMP), tetraciklinu (TET), nalidiksični kislini (NAL), 
ciprofloksacinu (CIP), kloramfenikolu (CAM), trimetoprimu (TMP) in cefotaksimu (CTX). 
Priprava gojišč in uporabljena koncentracija posamezne protimikrobne učinkovine je 
opisana v poglavju 3.1.5.4. Plošče smo nato inkubirali do 48 ur pri 37 °C. Po 24 in 48-ih 
urah smo preverili kateri vzorci so zrastli na določenih gojiščih. 
 
3.2.9 Hemolitična aktivnost na ploščah krvnega agarja 
 
Hemolizo smo potrjevali tako, da smo kolonijo testiranega seva s sterilno ezo razmazali na 
KA z dodano govejo krvjo. Postopek priprave gojišča je opisan v poglavju 3.1.5.6. 
Nacepljene seve smo inkubirali dva dni pri 37 °C. Po dveh dneh smo plošče pregledali in 
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4.1 UGOTAVLJANJE KLONALNOSTI IZOLATOV Z METODO ERIC-PCR 
 
Vse klonalne izolate E. coli, pridobljene iz devetih različnih lokacij kraških vodonosnikov, 
ki so imeli po elektroforezi popolnoma enak profil pomnožkov ERIC-PCR, smo izločili iz 
nadaljnjih analiz. Za ugotavljanje razširjanja enakih sevov smo vključili izolate z enakim 
profilom ERIC-PCR, ki so bili izolirani v različnih dnevih vzorčenja ali na različnih 
lokacijah. Pri preostalih 100 sevih smo s PCR preverili prisotnost 39 genov, povezanih z 
dejavniki virulence in odpornosti proti protimikrobnim učinkovinam. Primer slike 
agaroznega gela po elektroforezi pomnožkov dobljenih z ERIC-PCR je prikazan na Sliki 2.  
 
Slika 3: Primer slike agaroznega gela po elektroforezi pomnožkov pridobljenih z metodo ERIC.PCR. Ob straneh je 
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4.1.1 Primerjava izolatov z enakim profilom ERIC-PCR  
 
Izolate z enakim profilom, ki so bili vzorčeni na drugem kraju ali ob drugem času, smo med 
seboj primerjali. Vsi vzorci z enakim profilom ERIC-PCR se uvrščajo v enako filogenetsko 
skupino in so fenotipsko hemolitični, Preglednica 8. 
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1AMP - ampicilin 
2TET - tetraciklin 
3NAL - nalidiksična kislina 
 
4.2  SEKVENČNI TIPI 
 
Z metodo PCR, smo preverili ali naši izolati spadajo v katero od pomembnih sekvenčnih 
skupin ST 69, ST 73, ST 95 in ST 131. Med vsemi testiranimi izolati nismo potrdili izolatov 
iz skupine ST 73 in ST 131, v skupino ST 69 so se uvrstili 3 sevi, ki so bili vzorčeni iz Unice 




Kotnik K. Geni za dejav. virul. in odpornost proti protimikrobnim učink. pri sevih vrste E. coli izoliranih iz kraških vodonosnikov.  
Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij molekulske in funkcionalne biologije, 2020  
 
4.3 RAZVRSTITEV V FILOGENETSKE SKUPINE 
 
Vse izolate smo razvrstili v filogenetske skupine po prvotnem in dopolnjenem protokolu 
(Clermont in sod. 2000 in 2013). Ugotovili smo, da se je po metodi iz leta 2000 največ 
izolatov uvrstilo v filogenetsko skupino B1 (36 %), številčno so sledili izolati skupine A (32 
%) in B2 (22 %), najmanj izolatov se je uvrstilo v skupino D (10 %).  
Razvrstitev sevov v filogenetske skupine po prvotnem protokolu je prikazana na Sliki 4.  
 
Slika 4: Razporeditev sevov E. coli v filogenetske skupine po prvotni metodi (Clermont in sod.,2000). 
 
Po dopolnjenem protokolu (Clermont in sod., 2013), Slika 5,. se največ naših izolatov 
razvrsti prav tako v filogenetsko skupino B1 (36 %), sledi skupina A (29 %), B2 (19 %), D 
(5%), F (4 %), 3 % izolatov se je uvrstilo v skupini E in U (unknown) in najmanj v skupino 
C (1 %) (slika 4). Uvrstitev v skupino U je verjetno posledica mešane kulture z roječo 
bakterijo Proteus spp., ki ga nismo uspeli popolnoma odstraniti.  
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4.3.1 Primerjava uvrstitve v filogenetsko skupino glede na lokacijo vzorčenja 
 
Pri analizi smo zaradi predhodnih objav upoštevali novo in starejšo metodo razvrščanja v 
filogenetske skupine. Rezultati so prikazani v Preglednici 9. 
Rezultati izstopajo pri reki Pivki, iz te lokacije imamo največje število izolatov, 36,3 % jih 
spada v skupino B1, 30,3 % v skupino A, 27,3 % v B2 in najmanj, 7,1 % pa v skupino D. 
Izolati iz reke Pivke tako predstavljajo 33,3 % celotne skupine B1, kar je največji delež. 
Naslednja lokacija z največjim številom izolatov v skupini B1 je Unica z 22,2 %. Sledi Rak 
in Javorniški tok v planinski jami (vzorčenje s potapljanjem), kjer je bilo 16,6 % sevov, ki 
spadajo v skupino B1. Druge lokacije doprinesejo relativno majhen delež k celokupnem 
deležu skupine B1. Sevov, ki bi spadali v skupino B1, pa nismo zasledili v reki Reki.  
V skupini B2 smo največji delež izolatov našli v reki Pivki (40,9 %). Izolatov, ki bi spadali 
v to skupino pa nismo zasledili na lokacijah Malenščica (pri zaporednem 5 dnevnem 
vzorčenju) in v prenikli vodi v Škocjanskih jamah. Omembe vreden je podatek, da se je na 
lokaciji Malenščica (5 dnevno vzorčenje) spremenil podatek o prisotnosti sevov iz 
filogenetske skupine B2, saj jih iz te skupine pri vzorčenju leta 2017 ne zasledimo, medtem 
ko so izolati iz leta 2019 spadali v to skupino.  
V skupini A je največ izolatov najdenih na lokacijah Pivka (31,3 %), Rak in Javorniški tok 
(vzorčenje s potapljanjem v Planinski jami) (18,8 %), Malenščica (5 dnevno vzorčenje 18,8 
%) in Rak (18,8 %). V filogenetsko skupino A ne spada noben od sevov vzorčenih na 
lokacijah Črni potok, Klariči, Malenščica in Reka. Zanimiv je podatek, da imamo po 5 
dnevnem vzorčenju seve iz filogenetske skupine A na lokaciji Malenščica, medtem, ko leto 
prej teh sevov nismo zasledili na omenjeni lokaciji.  
V filogenetski skupini D imamo malo vzorcev in statistični podatki niso relevantni. Sevi so 
bili najdeni na lokacijah Malenščica, Pivka, Rak, Reka in prenikla voda v Škocjanskih 
jamah.  
Preglednica 9: Prikaz razporeda uvrstitve sevov v filogenetske skupine, ugotovljene s prvotno metodo (Clermont in 
sod.,2000), glede na posamezno lokacijo. 
 Filogenetska skupina - prvotna metoda (Clermont in sod.,2000) 
Lokacija/vodno telo A B1 B2 D 
Črni potok 0 1 1 0 
Vipava 0 1 0 0 
Jama pri komarjih 0 0 1 0 
Malenščica 0 1 4 1 
Malenščica (zaporedno 5 dnevno 
vzorčenje) 6 5 0 1 
Pivka (vse lokacije vzorčenja) 9 12 9 2 
Rak in Javorniški tok (vzorčenje s 
potapljanjem v Planinski jami) 6 5 1 1 
Rak 6 2 2 2 
Škocjanske jame/Reka 0 0 1 2 
Se nadaljuje 
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Nadaljevanje Preglednice 9: Prikaz razporeda uvrstitve sevov v filogenetske skupine, ugotovljene s prvotno metodo 
(Clermont in sod.,2000), glede na posamezno lokacijo. 
Lokacija/vodno telo A B1 B2 D 
Škocjanske jame/prenikla voda 3 1 0 1 
Unica 1 7 3 0 
Skupaj:  32 36 22 10 
 
 
V Preglednici 10 so prikazani rezultati razporeditve sevov v filogenetske skupine glede na 
prenovljeni protokol. Iz prikaza je razvidno, da ni bistvenih sprememb glede na lokacijo. V 
skupini A je, po obeh protokolih, največ izolatov vzorčenih na lokaciji v Pivki. V skupini 
B1 se ne spremeni podatek, da je največje število izolatov prav tako iz reke Pivke. Na isti 
lokaciji je tudi največ sevov iz skupine B2 (42,1 %). Dodana je skupina C, v kateri je 1 sev 
iz reke Rak. Sprememb ni v skupini D, v skupino E pa smo razvrstili 3 izolate, 2 sta bila 
vzorčena iz reke Rak in 1 iz Črnega potoka. V skupini F pa so 4 sevi, po eden iz Malenščice, 
Planinske jame (kjer se mešata reka Rak in Javorniški tok), Raka in prenikle vode iz 
Škocjanskih jam. V skupino U smo uvrstili 3 izolate E. coli, ki so bili na ploščah pomešani 
s sevom Proteus spp., in ki so bili vzorčeni v Malenščici, v sklopu 5 dnevnega monitoringa 
tega vzorčnega mesta. Po metodi iz leta 2000 ti vzorci spadajo v skupino D (1 vzorec) in A 
(2 vzorca). 
Preglednica 10: Prikaz razporeda vzorcev v filogenetske skupine, po dopolnjeni metodi (Clermont in sod., 2013), glede 
na posamezno lokacijo. 
 Filogenetska skupina - dopolnjena metoda (Clermont in 
sod., 2013) 
Lokacija/vodno telo A B1 B2 C D E F U 
Črni potok 0 1 1 0 0 1 0 0 
Klariči 0 1 1 0 0 0 0 0 
Malenščica 1 5 4 0 1 0 0 3 
Malenščica - zaporedno 5 dnevno vzorčenje 4 1 0 0 1 0 1 0 
Pivka (vse lokacije vzorčenja) 9 14 8 0 2 0 1 0 
Rak in Javorniški tok (vzorčenje s 
potapljanjem v Planinski jami) 
7 4 2 0 1 0 0 0 
Rak  4 2 2 1 2 2 1 0 
Reka 0 0 1 0 2 0 0 0 
Škocjanske jame/prenikla voda 3 1 0 0 1 0 1 0 
Unica 1 7 3 0 0 0 0 0 
Skupaj:  29 36 19 1 10 3 4 3 
 
4.4 PRISOTNOST GENOV, POVEZANIH Z DEJAVNIKI VIRULENCE 
 
Testirali smo prisotnost 41 genov povezanih z dejavniki virulence, med njimi je prevladovala 
prisotnost genov: fimH, crl, hra, traT, irp2, fyuA in iroN. Rezultati so prikazani v Preglednici 
11. Največ genov, povezanih z dejavniki virulence (DV), to je 22, smo potrdili pri vzorcu 
EC 87, ki je bil izoliran iz reke Unice. Veliko genov povezanih z DV smo zasledili tudi pri 
sevih, izoliranih iz vodnega zajeta Malenščica v Malnih pri Planini. 
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Med vsemi geni za dejavnike virulence smo največkrat potrdili fimH (98 % sevov), veliko 
vzorcev ima potrjen tudi gen crl (97 %). Pri 38 % sevov potrdili hra. Manjše število sevov 
pa je imelo gene pap, bmaE, sfa, eae in/ali iha. Med testiranimi sevi nismo potrdili sledečih 
genov, povezanih z adhezini: afa/dra, papGI in aaf. Geni, povezani z adhezini, predstavljajo 
45,3 % delež vseh izbranih genov, povezanih z DV. 
Geni za toksine in invazine predstavljajo 13,2 % delež vseh genov povezanih z DV. Najbolj 
prevalenten je gen usp (16 %) sledijo hlyF (15 %), astA (14 %), ibeA (9 %) in genotoksina 
clbA in clbQ, ki sta prisotna pri 7 % vzorcev. Zapisa, povezana s hemolizinom A in 
avtotransporterjem hlyA in tsh, pa smo potrdili pri 3 % vzorcev. Med testiranimi ni bilo 
zapisov ehx, stb, eltA. Med 100 sevi jih je bilo 39 hemolitičnih na ploščah s krvnim agarjem. 
Primer hemolize je prikazan na Sliki 5. Pri 24-ih od 39-ih testiranih hemolitičnih sevov z 
metodo PCR nismo potrdili nobenega od testiranih genov, povezanih s hemolizo (hlyA, hlyF, 
ehx, tsh). Pri ostalih 15-ih vzorcih pa smo vedno potrdili vsaj enega izmed navedenih genov. 
Trije vzorci so bili pozitivni za enega od genov povezanih s hemolizo, a je niso fenotipsko 
izražali. 
 
Slika 6: Primer plošče krvnega agarja s testiranimi hemolitičnimi in nehemolitičnimi sevi.  
Med geni za avtotransporterske proteine je največ vzorcev imelo gen za fluA (23 %), sledijo 
vat (13 %), picU (11 %) in sat (6 %). Sama zastopanost teh genov v naši zbirki je majhna 
(9,6 % glede na vse pozitivne vzorce). 
Med vsem geni, povezanimi z DV, je bilo 11,2 % povezanih z izogibanjem imunskemu 
sistemu in zaščito bakterije. Prevladovala sta gena traT, ki smo ga potrdili pri 26 % izolatov 
in kpsMTII pri 23 % izolatov. V nižjem deležu smo zasledili gena ompTAPEC (8 %) in tcp (6 
%), genov cvi in iss pa med testiranimi izolati nismo potrdili.  
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Večjo zastopanost zasledimo pri genih za prevzem železa iz okolja. Med vsemi geni, 
povezanimi z DV, je njihov delež 20,6 %. V tej skupini so med najpogosteje potrjenimi geni 
irp2 (34,5 %), fyuA (34 %), iroN (21 %), iutA (14 %) in iucD (7 %). 
 
Preglednica 11: Število pozitivnih izolatov za posamezni gen, povezan z dejavniki virulence. 
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4.4.1 Delež izolatov z geni, povezanimi z dejavniki virulence, v posameznih 
filogenetskih skupinah 
 
Naredili smo pregled razvrstitve sevov z geni, povezanimi z DV, v posamezne filogenetske 
skupine. Prikaz števila izolatov s posameznim genom po filogenetskih skupinah je podan v 
Preglednici 12. 
Izolati z največjim številom genov za virulentne dejavnike spadajo v skupino B2, tu najdemo 
46,9 % genov povezanih z DV. V skupini B1 se nahaja 20,1 %, v skupini A in D pa je delež 
genov za dejavnike virulence veliko manjši. 
Skupina genov za adhezine je proporcionalno razdeljena med skupine A, B1 in B2, z 
največjim deležem v skupini A. V skupini A se nahaja 27,3 % genov za adhezine, v skupini 
B1 31,25 %, v B2 29,5 % in v skupini D 11,3 %. Omembe vredno je, da je vseh sedem 
izolatov, ki imajo prisoten gen sfa, v skupini B2. Med toksini je največji odstotek genov v 
skupini B2, sledi D, A in B1. Geni usp, hlyA, hlyF, clbA in clbQ izrecno prevladujejo v 
skupini B2. Gena clbA in clbQ se pojavita izključno v skupini B2. Pri genih za 
avtotransportne proteine se večji delež najde v skupini B2, kjer prevladujeta gena vat in fluA. 
Procentualno, v skupino B2 sodi tudi največ izolatov, ki imajo gene, povezane z dejavniki 
izogibanja imunskemu sistemu in sistemov za zaščito bakterije. Gen tcp najdemo izrecno v 
skupini B2, veliko zastopanost v tej skupini pa imata tudi gena traT in kpsTIIM. Med izolati 
z geni za sisteme prevzema železa imajo največ genov tisti, ki spadajo skupino B2. Geni 
iroN, iucD, iutA prevladujejo v skupini B2. Gen irp2 je bolj porazdeljen, sicer tudi ta gen 
prevladuje v skupini B2, v skupino A pa spada četrtina izolatov s tem genom. Bolj 
sorazmerno porazdeljen je tudi gen fyuA, ki sicer tudi prevladuje v B2 vendar je velik delež 
izolatov s tem genom prisoten tudi v skupini B1 in D.  
 
Preglednica 12: Prikaz števila izolatov z geni za DV po posameznih filogenetskih skupinah. 
  Uvrstitev izolatov v filogenetske skupine določene po prvotni 
metodi (Clermont in sod.,2000) 
Skupina genov Gen povezan z 
DV 
A 
N = 32 
B1 
N = 36 
B2 
N = 22 
D 
N = 10 
 fimH 32 36 21 9 
afa/draBc 0 0 0 0 
crl 3 36 22 9 
bmaE 0 1 0 1 
papC 0 0 8 4 
papGI 0 0 0 0 
papGII 0 1 4 2 
papGIII 0 0 4 0 
hra 5 5 5 4 
iha 1 0 5 0 
sfa 0 0 7 0 
eae 0 1 1 0 
Se nadaljuje 
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Nadaljevanje preglednica 12: Prikaz pozitivnih vzorcev z geni za DV, razporejenih v posamezne filogenetske 
skupine 
Skupina genov Gen povezan z 
DV 
A B1 B2 D 
Toksini in 
invazini 
hlyA 0 0 3 0 
hlyF 1 1 9 4 
tsh 0 1 2 0 
usp 1 0 13 2 
astA 2 3 6 3 
clbA 0 0 7 0 
clbQ 0 0 7 0 
ibeA 2 0 7 0 
Avtotransporterji 
sat 0 0 5 1 
vat 0 0 12 1 
picU 6 0 3 3 






traT 3 3 17 3 
tcp 0 0 6 0 
kpsMTII 4 0 15 4 
ompTAPEC 2 2 3 1 
Sistemi za 
prevzem železa 
iroN 1 1 15 4 
irp2 10 5 19 6 
iucD 0 0 6 1 
iutA 1 2 7 4 
fyuA 3 11 13 7 
 
 
4.4.2 Delež izolatov z geni, povezanimi z dejavniki virulence, po lokacijah vzorčenja 
 
Tekom dela smo ugotovili, da nas bolj podrobno zanima stanje na vodnem zajetju 
Malenščica v Malnih pri Planini (Slika 7), saj je začetna analiza pokazala prisotnost izolatov 
z velikim naborom genov za DV Na tej lokaciji so sodelavci z Inštituta za raziskovanje krasa 
ZRC SAZU pet zaporednih dni (23.7. - 26.7.2019) vzorčili vodo in dostavili izolate. Seve iz 
te lokacije smo tako razdelili v dve podskupini, a) Malenščica in b) Malenščica zaporedno 
pet dnevno vzorčenje.  
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Slika 7: Preliv iz vodarne na izviru Malenščica v Malnih pri Planini, 22.7.2019  
V preglednici 14 je prikazan razpored genov povezanih z dejavniki virulence po posameznih 
lokacijah vzorčena. 
Iz Črnega potoka (mesto 11 na Sliki 3) smo izolirali samo 2 izolata, EC 131 (vzorčeno 14. 
11. 2017) z 8 geni za DV in EC 132 s samo 2 (fimH in crl). Seva imata podoben, vendar ne 
enak ERIC-PCR profil. 
Na lokaciji Malenščica (mesto 10 na Sliki 3) smo prvotno izolirali šest sevov, kar je 
zaskrbljujoče glede na to, da gre za vir pitne vode. Ti vzorci imajo veliko genov za DV. 
Največ teh genov imata izolata EC 40 in EC 45 (oba vzorčena 14. 9. 2017), ki imata 14 
genov, povezanih z DV. Imata različen nabor teh genov. EC 40 ima gene papGII, sat, vat, 
iucD, kpsMTII, fimH, crl, iha, usp, iroN, irp2, sfa in iutA. EC 45 pa ima gene iucD, tsh, 
ompTAPEC, kpsMTII, fimH, crl, ibeA, usp, iroN, irp2, iutA, fluA, traT in fyuA. Sledi izolat EC 
52, ki ima 13 genov povezanih z DV. Vzorec EC 43 je bil prav tako vzorčen na tej lokaciji 
in ima 11 genov povezanih z DV. Zaradi pomembnosti vodnega zajetja smo vzorčenje 
ponovili v obdobju od 23. 7. 2019 do 26. 7. 2019. Pet dni zapored smo iz vzorcev vode 
izolirali E. coli in na dobljenih šestih neklonalnih sevih opravili enaka testiranja kot za seve 
iz predhodnega vzorčenja. Čeprav so imeli izolati, ki smo jih vzorčili v tem časovnem 
obdobju, malo genov povezanih z DV, je bil med njimi izolat EC 312, ki je bil odporen proti 
vsem izbranim protimikrobnim učinkovinam. 
Izolatov iz reke Pivke (mesta 1 – 6 na Sliki 2) je bilo veliko, predstavljajo 33 % vseh sevov 
naše zbirke. Iz teh vzorčnih mest so bili pridobljeni sevi E. coli z večjim naborom iskanih 
genov, med katerimi izstopajo EC 93 (vzorčen 11. 10. 2017) z 18 geni, EC 95 (vzorčen 11. 
10. 2017) s 14 geni, EC 121 (14. 11. 2017) s 16 geni in EC 128 (vzorčen 14. 11. 2017) s 15 
geni. Poleg fimH in crl, so najpogostejši geni pri sevih iz te lokacije traT, fyuA in irp2.  
Iz vzorcev vode Planinske jame, ki so jih pridobili potapljači, ob zajetju vode, kjer se lahko 
dostopa do podzemnega Javorniškega toka (Slika 3). Na mestu potopa se teoretično zlivata 
51 
Kotnik K. Geni za dejav. virul. in odpornost proti protimikrobnim učink. pri sevih vrste E. coli izoliranih iz kraških vodonosnikov.  
Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij molekulske in funkcionalne biologije, 2020  
 
reka Rak in Javorniški tok. Iz tu je bilo izoliranih 14 sevov, pri katerih smo pogosto potrdili 
gene fluA, fyuA in irp2. Največ genov, povezanih z DV, je imel izolat EC A5 (9 genov). 
Ostali vzorci so imeli šest ali manj genov. 
Iz reke Rak (mesti 7 in 8 na Sliki 2) smo izolirali 12 sevov. Med bolj problematične vzorce 
iz te lokacije spada EC 64 (vzorčen 14. 9. 2017). Vzorec ima 18 genov, povezanih z dejavniki 
virulence. Mednje spadata tudi genotoksina clbA in clbQ. Osem izbranih genov je imel tudi 
vzorec EC 63 (vzorčen 14. 9. 2017). Ostali izolati iz te lokacije niso tako problematični. 
Iz reke Reke iz Škocjanskih jam (reke Rak) smo v zbirko dodali tri seve, pri katerih 
prevladujejo geni za adhezijo in sisteme za prevzem železa iz okolja. Med temi sevi 
izpostavljamo EC 218, ki ima kar 20 testiranih genov povezanih z DV. 
V prenikli vodi iz Škocjanskih jam smo pridobili 5 sevov, z največ prisotnimi geni za DV iz 
te lokacije je EC 244 (13 genov). 
Iz vzorcev reke Unice (lokacija 9 na Sliki 2) smo izolirali 11 sevov. V Unici je bil vzorčen 
sev z največ virulentnimi dejavniki EC 87 (datum vzorčenja: 13. 9. 2017), imel je 22 genov. 
To pomeni, da je v izolatu zastopanih 53,7 % vseh testiranih genov. Poleg fimH in crl sta 
med izolati iz te lokacije največkrat najdena še gena fyuA in irp2. 
Iz lokacij Vipava in Jama pri komarjih smo iz inštituta dobili po 1 izolat EC. Izolat iz reke 
Vipava je imel skupno 5 genov povezanih z DV, izolat iz Jame pri komarjih pa 4. 
















































































































aaf 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
afa/draBc 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
astA 1 0 0 0 1 5 2 3 0 0 2 
bmaE 0 0 0 0 0 2 0 0 0 0 0 
clbA 0 0 0 0 0 4 0 1 1 0 1 
clbQ 0 0 0 0 0 4 0 1 1 0 1 
crl 2 1 1 10 6 32 13 12 3 5 12 
cvi 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
eae 0 0 0 0 0 1 1 0 0 0 0 
eltA 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
fimH 2 1 1 11 6 32 14 12 2 5 12 
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fyuA 1 0 1 0 4 12  5 3 2 1 5 
hlyA 0 0 0 0 0 2 0 1 0 0 0 
ehx 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
hlyF 1 0 0 0 3 4 2 1 0 2 2 
hra 1 0 0 0 1 6 1 4 1 3 2 
ibeA 0 1 0 0 2 1 1 1 0 1 2 
iha 0 0 0 0 2 2 0 0 1 0 1 
iroN 0 1 0 0 4 7 2 1 1 2 3 
irp2 0 1 0 2 5 12 4 4 3 3 6 
iss 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
iucD 0 0 0 0 2 2 0 0 1 1 1 
iutA 0 0 0 0 2 7 0 0 3 1 1 
kpsMTII  0 0 0 1 4 8 0 3 3 1 3 
ompTAPEC 1 0 0 0 1 4 0 0 0 2 0 
papGII  0 0 0 0 2 1 0 0 2 0 2 
papC 0 0 0 0 1 4 0 2 3 1 1 
papGI 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
papGIII 0 0 0 0 0 2 0 1 1 0 0 
picU 0 0 0 2 0 2 2 1 1 2 2 
sat 0 0 0 0 2 2 0 0 2 0 0 
sfa 0 0 0 0 1 3 0 1 1 0 1 
stb 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
tcp 0 0 0 0 1 3 0 1 0 0 1 
traT 0 0 1 0 4 12 1 1 2 1 4 
tsh 0 0 0 0 1 2 0 0 0 0 0 
usp 0 0 0 0 5 7 0 2 1 0 1 
vat 0 0 0 0 3 3 1 1 1 1 3 
Skupaj: 10 5 4  26 64 181 66 61 39 32 73 
 
4.5 ODPORNOST PROTI PROTIMIKROBNIM UČINKOVINAM 
 
4.5.1 Fenotipska odpornost 
 
Fenotipsko odpornost smo testirali na ploščah z gojiščem LB in dodanimi protimikrobnimi 
učinkovinami ampicilin (AMP), tetraciklin (TET), trimetoprim (TMP), ciprofloksacin (CIP), 
kloramfenikol (CAM), nalidiksična kislina (NAL) in cedotaksin (CTX - 2 različni 
koncentraciji). Na Sliki 8 je na gojišču z dodanim ampicilinom prikazan primer rasti seva iz 
Planinske jame (Rak in Javorniški tok), ki je odporen proti ampicilinu. 
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Slika 8: Izolat E. coli D1 na plošči z dodanim ampicilinom. 
Število odpornih sevov proti posamezni učinkovini je prikazano na Sliki 9. Slika prikazuje 
število izolatov, ki so rastli na posameznih ploščah z dodanimi protimikrobnimi 
učinkovinami. Šest izolatov je bilo odpornih proti AMP, TET in NAL, pet proti TMP. Dva 
izolata sta rastla na ploščah z dodanim CTX-om. In samo po en izolat je bil odporen proti 
CIP in CAM, to je EC 312, ki je odporen proti vsem testiranim učinkovinam. V Preglednici 
16 so prikazane lokacije odvzema vzorcev, iz katerih smo izolirali odporne seve in delež 
sevov, odpornih proti posamezni učinkovini. Na lokaciji Malenščica smo ob 5 dnevnem 
vzorčenju izolirali sev EC 312, ki je bil odporen proti vsem testiranim učinkovinam in hkrati 
edini odporen proti CIP in CAM. Proti AMP odporni sevi so bili vzorčeni še na lokacijah 
Malenščica, iz reke Raka v Planinski jami, Pivka in Unica. Sevi, odporni proti CTX so bili 
vzorčeni iz Malenščice in Raka, sevi odporni proti NAL pa iz Malenščice, Pivke, vzorcev iz 
Planinske jame in Škocjanskih jam. Proti TMP odporne seve pa smo potrdili v Malenščici, 
Pivki in Raku. 
 
Slika 9: Na sliki je prikazano število sevov, ki so odporni proti testiranim protimikrobnim učinkovinam. (AMP - 
ampicilin (100 µg/ml), TET - tetraciklin (10 µg/ml), NAL - nalidiksična kislina (25 µg/ml), CIP - ciprofloksacin (1 
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AMP 0 0 16,6  16,6  33,3  16,6 0 0 0 16,6  
CAM 0 0 100  0 0 0 0 0 0 0 
CIP 0 0 100  0 0 0 0 0 0 0 
CTX1 0 0 50  0 0 0 50  0 0 0 
CTX2 0 0 50  0 0 0 50 0 0 0 
NAL 0 0 16,6  16,6  33,3 16,6  0 0 16,6  0 
TET 0 0 16,7  0 50 0 0 0 0 33.3  
TMP 0 0 20  0 60  0 20  0 0 0 
 
 
4.5.2 Genotipska odpornost 
 
Pri vzorcih, ki so bili fenotipsko odporni proti betalaktamom, smo preverili prisotnost genov 
za β-laktamaze (blaTEM, blaSHV blaOXA, blaCTX-M-1, blaCTX-M-2, blaCTX-M-8, blaCTX-M-9). 
Rezultati genotipizacije so prikazani na Sliki 10, iz katere je razvidno, da smo uspeli pri 
štirih izolatih (EC 40, EC 87, EC 95 in EC 127), ki so bili tudi fenotipsko odporni proti 
ampicilinu, s PCR in ustreznimi začetnimi oligonukleotidi potrditi prisotnost gena blaTEM. 
Pri sevu EC 312 pa smo potrdili gen blaCTX-M-1,  
 
Slika 10: Slika prikazuje število prisotnost testiranih genov povezanih z odpornostjo (n = 100). 
 
Z metodo PCR smo preverili tudi prisotnost plazmidno zapisanih genov, ki so povezani z 
nizko odpornostjo proti kinolonom (PMQR). Za testiranje smo izbrali gene qnrA, qnrB in 
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Transkonjugante po prenosu plazmida iz seva EC 87 smo dodatno potrdili z uvrstitvijo v 
filogenetsko skupino A po prvotnem protokolu (donor je spadal v skupino B2). EC 312 in 
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5.1 KLONALNOST IZOLATOV 
 
Iz vzorcev izbranih kraških vodonosnikov smo v naši raziskavi iz nadaljnje analize izločili 
klonalne izolate. Majhen delež klonalnih izolatov (28 od 110), vzorčenih iz kraških 
vodonosnikov, kaže na večjo diverziteto E. coli, ki je lahko povezana z različnimi ali 
posameznimi, bolj mikrobno obremenjenimi viri onesnaženja. Čeprav je bila večina 
klonalnih izolatov vzorčena na isti lokaciji ob enakem času, smo zasledili nekaj izolatov z 
zelo podobnim profilom ERIC-PCR, ki so bili izolirani iz različnih lokacij. Ti izolati so se 
uvrstili v enako filogenetsko skupino, so se pa nekoliko razlikovali glede na nabor genov, 
povezanih z dejavniki virulence, fenotipsko hemolizo in fenotipsko odpornostjo proti 
protimikrobnim učinkovinam. V tem primeru gre lahko za seve različnega izvora s 
podobnim genotipom. S podrobno analizo, npr. ugotovitvijo sekvenčnega tipa z metodo 
MLST ali sekvenciranjem celih genomov, pa bi morda lahko ugotovili, ali gre za t.i. 
naturalizirane seve, ki so jih opisali v iztočnih vodah čistilnih naprav, ki so odporni proti 
stresu, se uspešno pomnožujejo v vodah, pridobivajo gene s horizontalnimi prenosi in, kar 
je zaskrbljujoče, postajajo globalni problem (Zhi in sod., 2016, Zhi in sod., 2019). 
5.2 ANALIZA RAZPOREDA IZOLATOV V FILOGENETSKIH SKUPINAH 
 
Naša analiza kraških vodnih sistemov je pokazala, da se je največje število izolatov uvrščalo 
v filogenetski skupini B1 (36 %) in A (32 %), sledi skupina B2 (22 %), najmanj pa jih spada 
v skupino D (10 %). Naši rezultati se ne ujemajo s študijo koliformnih bakterij (v katero so 
bili vključeni izolati E. coli), izoliranih iz Francije, iz reke Ren. Ti so bili uvrščeni v 
filogenetske skupine v sledečih deležih: A (46 %), B2 (29,8 %), D (12,8 %) in B1 (10,6 %) 
(Strange in sod., 2016). V skupini A in B1 naj bi se uvrščali predvsem komenzalni sevi, v 
skupino A človeški in v skupino B1 sevi iz živali. V skupino B2 pa se praviloma uvrščajo 
patogeni sevi oziroma sevi z več geni, ki so povezani z dejavniki virulence (Tenaillon in 
sod., 2010). Ratajczak in sodelavci so leta 2010 preučevali kontaminacije vod z E. coli in 
korelacije s filogenetskimi skupinami glede na sušna obdobja in obdobja, ko kmetje spustijo 
živino na pašnike. V raziskavo so bili poleg ostalih površinskih vod vključeni tudi 
vodonosniki iz kraškega sistema v Normandiji (Francija). Ugotovili so, da je po deževnemu 
obdobju občutno večja prisotnost E. coli v vodah in da različna obdobja vplivajo na 
prisotnost bakterij iz filogenetskih skupin A in B1, ne pa na prisotnost in porazdelitev 
izolatov v skupinah B2 in D. Tudi v njihovi raziskavi je bil prevladujoč delež izolatov iz 
skupine B1, kar je vodilo v hipotezo, da so ti sevi bolj prilagojeni na preživetje v vodnem 
okolju (Ratajczak in sod., 2010). V literaturi zasledimo zanimivo hipotezo, da so sevi 
skupine B1 z geni za hemolizine živalskega izvora (Escobar-Paramo in sod., 2006). Med 
našimi vzorci je zelo malo izolatov iz skupine B1, ki imajo prisotne gene za hemolizine, kar 
po zgoraj navedeni hipotezi nakazuje, da ti sevi v večji meri niso živalskega izvora. Sevi iz 
skupine B2, ki smo jih analizirali v okviru naše študije, imajo največ genov, povezanih z 
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dejavniki virulence, kar je v skladu z rezultati drugih študij, ki nakazujejo, da se v to skupino 
uvrščajo najbolj patogeni sevi (Clermont in sod., 2000). V študiji površinskih vod, ki je 
preučevala onesnaženja vod v bližini različnih potencialnih virov onesnaženja, so bili 
izolirani sevi, ki so se prevladujoče uvrstili v skupino A (48,4 %), sledile so skupine D (27,6 
%), B1 (22,6 %) in B2 (1,4 %), kar se ne ujema z našimi rezultati. Pri analizi sevov iz 
posameznih lokacij pa so opazili, da na dveh mestih vzorčenj prevladujejo izolati iz skupine 
B1. Prvo mesto je bilo v bližini območja z intenzivnim kmetijstvom, drugo mesto pa pod 
vplivom industrijske dejavnosti (Pereira in sod., 2013). Ugotoviti izvor kontaminacije oz. 
gostiteljskega organizma iz katerega izvira bakterija ni mogoče. Različne študije iz različnih 
geografskih področji nakazujejo drugačno razporeditev bakterij v skupine glede na izvorni 
organizem (Carlos in sod., 2010). 
5.3 ANALIZA ODPORNOSTI PROTI PROTIMIKROBNIM UČINKOVINAM 
 
V naši študiji je bilo 12 sevov odpornih vsaj proti eni testirani protimikrobni učinkovini. 
Največkrat (6 % sevov) smo potrdili odpornost proti AMP, TET in NAL. Pet odstotkov 
sevov pa je bilo odpornih proti trimetoprimu. Fenotipsko odpornost proti CTX smo potrdili 
pri 2 % izolatov, 1 % vseh E. coli pa je bil odporen proti CIP in CAM. Na izviru pitne vode 
(Malenščica) smo izolirali sev EC 312, ki je bil odporen proti vsem sedmim testiranim 
protimikrobnim učinkovinam. Pri tem sevu smo s poskusi konjugacije potrdili, da se gen 
blaCTX-M, z zapisom za encim iz skupine CTX-M, ki posreduje odpornost proti cefotaksimu, 
Gen omogoča odpornost proti CTX (Bajaj in sod., 2016). Pri sevih, ki so bili fenotipsko 
odporni proti betalaktamom, smo z genotipizacijo pri petih odstotkih potrdili prisotnost 
blaTEM, pri enem sevu (1%) pa gena blaCTX-M in qnrS. Pri ostalih sevih nismo zasledili 
testiranih genov za odpornost.  
Naši rezultati so skladni z drugimi študijami. Laroche in sodelavci (2010) so v kraškem 
sistemu ugotavljali odpornost pri sevih E. coli, ki so bili izolirani iz vira pitne vode v sušnem 
obdobju. Ugotovili so, da je prisotnost sevov, ki so odporni proti več protimikrobnim 
učinkovinam nižja v času, ko živali niso na paši. Takrat je bila prisotnost odpornih sevov 
med 0 in 6,2 % vseh izolatov. V obdobju, ko so bile živali na paši in je deževalo pa se je 
delež odpornih sevov povečal. Okoli 50 % izolatov je bilo odpornih na 1 ali več 
protimikrobnih učinkovin, kar je več kot v naši raziskavi (Laroche in sod., 2010). O večjem 
deležu odpornih izolatov so poročali tudi Ratajczak in sod. (2010), ki so preučevali potoke 
ob naseljih. Kljub temu, da med izolati E. coli, ki so jih izolirali iz vod v Franciji, ni bilo 
nobenega, ki bi bil odporen proti sedmim testiranim učinkovinam (amoksicilin, 
kloramfenikol, tetraciklin, streptomicin, ticarcillin, trimetoprim in sulfametoksazol), jih je 
bilo več kot 60 % odpornih proti eni ali več učinkovinam. V primerjavi z navedenima 
študijama je delež odpornih sevov iz kraških vodonosnikov, ki so bili analizirani v naši 
raziskavi, nizek. 
60 
Kotnik K. Geni za dejav. virul. in odpornost proti protimikrobnim učink. pri sevih vrste E. coli izoliranih iz kraških vodonosnikov.  
Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij molekulske in funkcionalne biologije, 2020  
 
5.3.1 Konjugativni prenos plazmidov 
 
Konjugacija je eden izmed treh najbolj poznanih načinov horizontalnega prenosa genov in 
hkrati, glede na dosedanje raziskave, verjetno najbolj pogost in pomemben način prenosa 
genov, povezanih z odpornostjo, pri bakterijah vrste E. coli. Še posebno pomemben je pri 
klinično pomembnih sevih, ker omogoča širjenje odpornosti med bakterijami in v naravnih 
okoljih, kjer poleg širjenja omogoča tudi mobilizacijo genov iz okoljskih bakterijskih sevov 
in vrst ter obratno, iz kliničnih sevov v okoljske seve in vrste. Konjugativni prenos 
odpornosti smo potrdili pri dveh od treh testiranih sevov. S tem smo potrdili, da je zapis za 
odpornost na konjugativnem plazmidu, kar pomeni, da se v jamskem vodnem okolju zapis 
lahko širi v druge seve E. coli (npr. seve iz netopirjevega gvana, ki so lahko v jamah in se 
ob poplavljanju vnesejo v vode) in morda celo v druge vrste. Potrdili smo tudi, da 
konjugacija lahko poteka pri nižjih temperaturah (pri sobni T = 25 °C) od običajno 
uporabljenih za tovrstne poskuse (37 °C).  
Transkonjugante smo brez težav potrdili po konjugaciji seva EC 87 z recipientom J53, saj 
donor in recipient spadata v različni filogenetski skupini. S takšnim pristopom pa nismo 
mogli potrditi transkonjugant po konjugaciji donorja, EC 312, ki je iz enake filogenetske 
skupine, kot recipient (skupina A). Prav tako vzorec EC312 ni imel genov povezanih z 
dejavniki virulence, ki bi ga razlikovali od seva J53. Je pa bil fenotipsko hemolitičen za 
razliko od recipienta J53. Vzorec je izražal samo fenotipsko hemolizo, ki je genotipsko 
nismo potrdili z izbranimi geni za DV. Čeprav transkonjugante niso bile hemolitične, so bile 
pa odporne proti natrijevemu azidu, smo jih potrdili kot prave. Uspešno konjugacijo z E. 
coli, izoliranih iz kraške vode potrjujejo tudi druge študije. Walia in sod. so preverjali 
konjugacijo E. coli, ki so jo izolirali iz pitne vode. Ugotovili so, da so bili sevi rezistentni na 
protimikrobne učinkovine, ki se pogosto uporabljajo v veterini in medicini (npr. AMP, TET, 
CAM). Ugotovili so, da imajo gene za odpornost v 70 % zapisane na enem ali več plazmidih. 
E. coli, odporne proti AMP in TC so plazmide lahko posredovale skozi konjugacijo v druge 
celice (Walia in sod., 2004). Pri nas konjugacija pri vzorcu, ki je odporen proti TET ni 
uspela, vendar je bil vzorec samo eden. V primerjavi s študijo Walia in sod. (2004) študijo 
smo imeli manj rezistentnih izolatov. 
5.4 PRISOTNOST GENOV ZA DEJAVNIKE VIRULENCE 
 
Da bi dobili vpogled v patogeni potencial E. coli, izolirane iz kraških vodonosnikov, smo pri 
vsakemu izolatu preverili prisotnost 39 genov, povezanih z dejavniki virulence. Med vsemi 
izolati smo potrdili vsaj enega od 31 genov, medtem ko jih 8 nismo potrdili pri nobenem 
sevu. Do sedaj je bilo opravljenih zelo malo študij, v katerih so ugotavljali prisotnost genov 
za DV pri E. coli iz kraških vodonosnikov. 
Najpogosteje smo potrdili prisotnost fimH (98 %) in crl (97 %), ki ju tudi sicer zasledimo v 
visokem deležu pri izolatih E. coli iz drugih okolij. Visoka prevalenca teh dveh genov je bila 
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opisana tudi v drugih študijah (Zohreh in sod., 2015, Ghanbarpour in sod., 2010, Masters in 
sod., 2011). Od genov, povezanih z adhezini, smo pri 38 % izolatov potrdili gen hra in pri 
12 % izolatov gen papC. Gene za adhezine papGII, papGIII, iha, eae, bmaE smo zasledili v 
manj kot 10 % sevov. Med 100 izolati noben ni imel genov aaf, papGI in afa/draBC. Masters 
in sod. so leta 2010 izvedli študijo, v kateri so uporabili nabor genov za DV E. coli kot 
indikator za kvaliteto vode. Primerjali so mikrobno obremenjenost z E. coli v sušnem in 
deževnem obdobju. V študiji je bil gen fimH prisoten pri vseh izolatih v deževnem obdobju 
in pri 80 % izolatov sušnega obdobja, kar potrjuje naše rezultate, saj je bil fimH prisoten pri 
skoraj vseh vzorcih. Z našimi rezultati se ujema tudi delež izolatov z genoma papGII in 
papGIII v sušnem obdobju, prevalenca omenjenih genov je bila v študiji višja v deževnem 
obdobju (Masters in sod., 2010). Gena bmaE in afa/draBC so dokazali samo pri E. coli, 
izolirani v sušnem obdobju, in sicer v manj kot 20 % izolatov, kar pa je več kot pri naših 
vzorcih. V izolatih iz sušnega obdobja je bil v nizkem deležu (pod 20 %) prisoten tudi gen 
eae, pri izolatih iz deževnega obdobja pa v več kot 90 %, kar se ne ujema z našimi rezultati 
(Masters in sod., 2011). 
Geni za toksine in invazine so bili v naši raziskavi zastopani s sledečimi deleži: hlyF (15 % 
izolatov), usp (16 %), astA (14 %), manj kot 10 % izolatov pa je imelo hlyA, tsh, ibeA, clbA 
in clbQ. Med testiranimi sevi nismo potrdili prisotnosti genov ehx, stb in eltA. V raziskavi 
Mastersa in sod. (2011) pri izolatih E. coli skoraj ni bilo zaslediti eltA (manj kot 10 % in 
samo v deževnem obdobju), gena hlyA pa sploh niso zasledili. Gen astA, ki je bil potrjen pri 
14 % naših vzorcih so Masters in sod. (2011) potrdili pri 60 % izolatov. Med raziskovalnim 
delom smo ugotovili, da 24 sevov, ki je izražalo fenotipsko hemolizo, ni imelo izbranih 
genov (hlyA, hlyF, ehx, tsh), povezanih s hemolizo. Genetske determinante bi lahko v 
nadaljnjih študijah opredelili s kloniranjem in funkcijsko analizo ali morda z bioinformatsko 
obdelavo sekvence celih genomov in temu sledečo funkcijsko analizo.  
Geni za avtotransportne proteine, ki smo jih preverjali so bili sat, vat, picU in fluA. Vse gene 
smo potrdili med našimi izolati. Največ vzorcev je imelo gen fluA (23 %), sledijo vat (13 
%), picU (11 %) in sat (6 %). Študije dejavnikov virulence pri E. coli, izolirani iz vod, niso 
omenjale zgoraj navedenih genov. Gen vat pogosto povezujejo s sevi APEC, kar pomeni, da 
so izvor onesnaženja teh vzorcev ptice. Kar teoretično lahko nakazuje na kmetijsko 
onesnaženje, saj je povezan z okužbami dihal pri piščancih (Habouria, 2019).  
Sevi, vključeni v raziskavo so med geni za dejavnike, povezane z izogibanjem imunskemu 
sistemu in zaščito bakterije, imeli največkrat prisotna gena traT (26 %) in kpsMTII (23 %). 
Gena tcp in ompTAPEC smo izsledili pri manj kakor 10 % izolatov. Pri nobenem od testiranih 
sevov pa nismo potrdili genov iss in cvi. Masters in sodelavci (2011) so v svoji raziskavi 
potrdili visok odstotek vodnih izolatov z genom iss, ompTAPEC pa je bil prisoten pri več kot 
30 % izolatov. Prisotnost izolatov z genom kpsMTII je bila odvisna od obdobja vzorčenja, v 
sušnem obdobju so ga zasledili pri več kot 40 % vzorcev, v deževnem obdobju pa pri manj 
kot 10 % (Masters in sod., 2011). Višji delež naših izolatov je imel gene za prevzem železa 
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iz okolja, kar je pričakovano, saj je železo esencialni element, ki ga v okolju primanjkuje. 
Potrdili smo prisotnost vseh testiranih genov. Kar 40 % sevov je imelo prisoten gen irp2, 
glede na delež pa sledijo fyuA (34 %), iroN (21 %), iutA (14 %) in iucD (7 %). Masters in 
sodelavci v svoji raziskavi ugotavljajo, da je imelo nad 60 % izolatov v sušnem in nad 80 % 
izolatov v deževnem obdobju gen fyuA. Podobno velja za iutA vendar njegova zastopanost 
pade v sušnem obdobju (pod 40 %). Najmanj izolatov je imelo gen iroN, nad 40 % v sušnem 
obdobju in okoli 10 % v deževnem obdobju. 
Problem, ki ga je razkrila naša študija je, da imamo med 100 vzorci zelo različne izolate. Pri 
veliko vzorcih smo potrdili prisotnost več genov, povezanih z DV. Kar pomeni, da kraške 
vode niso samo fekalno onesnažene, so tudi onesnažene z potencialno zelo nevarnimi sevi, 
katerih izvora ne poznamo. Študija, ki so jo opravili Masters in sod. (2011), je ena redkih 
študij, v kateri so genotipizirali E. coli in tako podali dodatne informacije o onesnaženosti 
vod. Glede na razpon njihovih rezultatov, bi bilo tudi v Sloveniji v prihodnje smiselno izvesti 
študijo, ki primerja gene za DV v sevih E. coli v kraških vodah v deževnem in sušnem 
obdobju. Leta 2016 so Stange in sodelavci naredili študijo koliformnih bakterij v vodah. 
Preverili so prisotnost šestih genov za DV (stx1, stx2, eaeA, ehxA, LT, bfp, ST, aggR, ipaH, 
astA in cdtB). Problem je, da je njihov nabor genov manjši in da naše vzorce težje 
primerjamo z njihovimi.  
5.5 Izolati na posameznih lokacijah 
 
Glede na naše rezultate lahko trdimo, da so najbolj potencialno patogeni sevi bili vzorčeni v 
reki Pivki. Med temi sevi jih je največ z več dejavniki virulence in odpornimi proti AMP, 
TET, NAL in TMP. Reka Pivka teče skozi Postojnski jamski sistem, kar lahko predstavlja 
težavo, zaradi vnosa teh sevov v kraško podzemlje in posledično stika s sevi iz jame. Iz reke 
Unice je bil izoliran sev EC 87 z največ geni, povezanimi z dejavniki virulence, ki je hkrati 
tudi odporen proti AMP in TET.  
Za problematično se je izkazalo tudi vodno zajetje Malenščica, ki je vir pitne vode. Izolati 
iz te lokacije so imeli nadpovprečno veliko genov povezanih z DV (več kot 11 genov/sev) 
Ker smo želeli ugotoviti, ali je bilo to naključno, smo na lokaciji pridobili izolate iz 5-
dnevnega zaporednega vzorčenja. Med temi sevi je bil delež genov za DV bistveno nižji, kot 
pri sevih iz predhodnega vzorčenja. Skrb vzbujajoče pa je, da smo med 5-dnevnim 
vzorčenjem izolirali med vsemi E. coli, ki smo jih analizirali v raziskavi, najbolj odporen 
sev EC 312. Za razliko od Malenščice, vrtina Klariči tekom vzorčenja ni bila fekalno 
onesnažena saj v tem vodnem telesu nismo zasledili E. coli. 
Kot je razvidno iz rezultatov imamo kar nekaj potencialno problematičnih sevov z večjim 
naborom genov, povezanih z DV. Zaskrbljujoč je tudi podatek, da smo izolate našli na 
različnih lokacijah: Unica (EC 87 z 21 geni za DV), Reka (EC 218 z 19 geni), Pivka (EC 93 
s 17 geni, EC 121 s 16 geni in EC 128 s 15 geni), Rak (EC 64 ima 18 genov za DV) in 
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Malenščica (EC 40 in EC 45 imata po 14 genov za DV). Med primerjavo reke Rak, smo 
ugotovili, da je prisotnost genov povezanih z dejavniki virulence približno enako 
razporejena pri normalnem vzorčenju kot tudi vzorčenju, ki so ga izvajali potapljači v sifonu, 
kjer se mešata Rak in Javorniški tok. Se pa med lokacijama razlikuje koliko virulentnih 
genov ima posamezni izolat. Iz reke Rak, ki je bila vzorčena na površini je najbolj 
zaskrbljujoč izolat EC 64 z 18 geni. Medtem, ko ima med izolati, ki so bili vzorčeni s 
potapljanjem največ (devet) genov izolat EC A5, kar je za pol manj.  
Na srečo pa v kraških vodonosnikih nismo zasledili veliko izolatov, ki so odporni proti 
izbranim antibiotikom. Pretok antropogenim dejavnikom izpostavljenih in s patogenimi in 
odpornimi bakterijami kontaminiranih vod skozi kraški sistem, v katerem podzemske 
povezave še niso popolnoma raziskane in ki je obenem pomemben vir pitne vode, je 
zaskrbljujoč, saj morda predstavlja še eno od t.i. vročih točk (angl. hot spots) za nastajanje 
novih patogenih in odpornih sevov E. coli kot posledica horizontalnega prenosa in 
rekombinacij genov. Zato bi bilo potrebno vzpostaviti monitoring za izvire, ki so namenjeni 
vodooskrbi prebivalstva, kjer se ne ovrednoti bakteriološko breme zgolj z mejno vrednostjo 
0 CFU/100 ml E. coli in enterokokov (Pravilnik o pitni vodi …2014), ampak se opredeli tudi 
breme z geni za DV in odpornost proti protimikrobnim učinkovinam. Ne nazadnje lahko na 
podlagi tako opredeljenih sevov razpravljamo tudi o potencialnem viru onesnaževanja. 
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Analizirali smo 100 izolatov iz kraških vodonosnikov in ugotovili:  
 
• da potrjujemo 1. hipotezo: »Iz vod, povezanih s kraškimi sistemi, izoliramo številne, 
genetsko različne seve E. coli.«. 
Izolati so bili med seboj različni, izločili smo šest izolatov, saj so bili klonalni in vzorčeni 
ob istem času na isti lokaciji.  
• da potrjujemo 2. hipotezo: »Izolati imajo za patogenezo pomembne dejavnike virulence, 
tudi hemolizine.«. 
Med našimi izolati smo ugotovili prisotnost 31 genov za dejavnike virulence, med njimi so 
bili tudi geni za hemolizine hlyA, hlyF in tsh. 
• da delno potrjujemo 3. hipotezo: »V vodah, povezanih s kraškimi sistemi, so prisotni sevi 
E. coli, ki so odporni proti protimikrobnim učinkovinam; nekateri se lahko prenašajo v druge 
seve s konjugacijo.«. 
Med našimi izolati so bili prisotni sevi E. coli, ki so bili odporni proti protimikrobnim 
učinkovinam, vendar v manjšem deležu, kot smo pričakovali. Z genotipizacijo smo potrdili 
gen blaTEM pri proti ampicilinu odpornih sevih in blaCTX-M pri proti cefotaksimu odpornemu 
sevu EC 312. 
Med izolati, ki so bili odporni, smo pri dveh od treh izbranih uspešno izvedli poskus 
konjugacije v laboratorijski recipientski sev. S tem smo potrdili, da je zapis za rezistenco na 
plazmidu in se lahko prenaša v druge bakterije.  
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Escherichia coli je komenzalna bakterija, ki jo običajno najdemo v prebavnem traktu 
toplokrvnih živali od koder se z iztrebki lahko širi v okolje. E. coli je zato indikator fekalne 
onesnaženosti. Poleg komenzalnih poznamo seve, ki imajo nabor enega ali več genov za 
dejavnike virulence in so običajno povezani z okužbami. Širjenje potencialno patogenih, 
predvsem pa proti protimikrobnim učinkovinam odpornih sevov v naravo je v zadnjih letih 
prepoznano kot problematično, predvsem s stališča širjenja genskih zapisov povezanih z 
odpornostjo v naravne ekosisteme in obratno. Kras predstavlja zelo unikaten in občutljiv 
ekosistem na katerega moramo biti posebno pozorni. V raziskavi smo analizirali 100 sevov 
E. coli, ki so bili izolirani iz kraških vodonosnikov.  
Večino naših izolatov je bilo neklonalnih. Dvanajst odstotkov sevov je bilo fenotipsko 
odpornih proti izbranim protimikrobnim učinkovinam. Pri dveh sevih, ki sta bili odporna 
proti tetraciklinu in ciprofloksacinu, smo s konjugacijo ugotovili, da je zapis za tetraciklin 
in ciprofloksacin na konjugativnih plazmidih in tako potrdili, da obstaja možnost širjenja teh 
genov, kar predstavlja veliko nevarnost iz ekoloških, zdravstvenih in gospodarskih vidikov.  
Zaskrbljujoče je, da smo odkrili večje število izolatov, ki so imeli več (od 10 do 21) genov 
za dejavnike virulence. Med najbolj pogosto potrjenimi so bili geni za adhezine in sisteme 
za prevzem železa iz okolja. Sevi s številnimi geni za DV so bili izolirani iz različnih lokacij 
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Seznam izolatov in osnovni podatki o izolatov: lokacija vzorčenja, datum izolacije in 
profil, ki smo ga določili z metodo ERIC-PCR. 
 






Skupno št. Genov 
povezanih z DV 
EC27 Unica/9 14/09/2017 PROFIL 1 22 3 
EC28 Rak/7 11/09/2017 PROFIL 2 4 2 
EC29 Rak/7 14/09/2017 PROFIL 3 22 2 
EC30 Rak/7 12/09/2017 PROFIL 4 23 4 
EC34 Rak/7 12/09/2017 PROFIL 6 23 4 
EC36 Unica/9 12/09/2017 PROFIL 7 1 3 
EC38 Rak/8 13/09/2017 PROFIL 8 2 2 
EC40 Malenščica/9 14/09/2017 PROFIL 9 9 14 
EC41 Pivka/6 14/09/2017 PROFIL 10 5 7 
EC43 Malenščica/9 14/09/2017 PROFIL 11 5 11 
EC45 Malenščica/9 14/09/2017 PROFIL 12 5 14 
EC46 Unica/9 13/09/2017 PROFIL 11 9 10 
EC47 Unica/9 13/09/2017 PROFIL 49 9 10 
EC48 Rak/7 11/09/2017 PROFIL 13 4 2 
EC49 Pivka/6 11/09/2017 PROFIL 14 0 3 
EC50 Rak/7 13/09/2017 PROFIL 57 11 2 
EC52 Malenščica/10 13/09/2017 PROFIL 15 5 13 
EC54 Unica/9 13/09/2017 PROFIL 16 9 6 
EC55 Malenščica/9 14/09/2017 PROFIL 54 9 2 
EC56 Pivka/1 13/09/2017 PROFIL 17 35 6 
EC57 Rak/7 14/09/2017 PROFIL 18 3 4 
EC58 Rak/7 11/09/2017 PROFIL 60 4 5 
EC59 Unica/9 12/09/2017 PROFIL 59 2 5 
EC60 Malenščica/10 12/09/2017 PROFIL 19 1 7 
EC62 Unica/9 14/09/2017 PROFIL 20 5 4 
EC63 Rak/7 14/09/2017 PROFIL 21 3 8 
EC64 Rak/7 14/09/2017 PROFIL 22 22 18 
EC65 Rak/8 13/09/2017 PROFIL 23 1 6 
EC87 Unica/9 13/09/2017 PROFIL 24 5 21 
EC88 Pivka/3 14/09/2017 PROFIL 25 13 4 
EC90 Pivka/3 11/10/2017 PROFIL 26 2 3 
EC91 Pivka/2 11/10/2017 PROFIL 27 6 2 
EC92 Pivka/2 11/10/2017 PROFIL 28 6 2 
EC93 Pivka/1 11/10/2017 PROFIL 29 3 17 
EC94 Pivka/1 11/10/2017 PROFIL 30 3 3 
EC95 Pivka/2 11/10/2017 PROFIL 50 6 14 
EC96 Pivka/3 11/10/2017 PROFIL 32 2 9 
EC97 Pivka/4 11/10/2017 PROFIL 33 2 3 
EC98 Pivka/4 11/10/2017 PROFIL 34 2 3 
EC108 Unica/9 11/10/2017 PROFIL 52 2 2 
EC109 Pivka/1 11/10/2017 PROFIL 51 3 2 
EC112 Pivka/6 11/10/2017 PROFIL 35 1 3 
EC118 Pivka/2 14/11/2017 PROFIL 53 43 4 
EC119 Pivka/2 14/11/2017 PROFIL 36 43 6 
EC120 Pivka/4 14/11/2017 PROFIL 37 43 8 
EC121 Pivka/4 14/11/2017 PROFIL 38 43 16 
EC122 Pivka/6 14/11/2017 PROFIL 31 46 12 
EC123 Pivka/6 14/11/2017 PROFIL 39 46 2 
EC124 Unica/9 14/11/2017 PROFIL 40 24 2 
EC125 Unica/9 14/11/2017 PROFIL 41 24 2 
EC126 Pivka/1 14/11/2017 PROFIL 42 54 5 
EC127 Pivka/1 14/11/2017 PROFIL 43 54 10 
EC128 Pivka/4 14/11/2017 PROFIL 44 43 15 
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Skupno št. Genov 
povezanih z DV 
EC129 Pivka/5 14/11/2017 PROFIL 45 43 6 
EC130 Pivka/1 14/11/2017 PROFIL 46 46 8 
EC131 Črni potok 14/11/2017 PROFIL 47 54 7 
EC132 Črni potok 14/11/2017 PROFIL 48 5 2 
EC 133 Pivka/2  PROFIL 56 5 2 
EC 218 Reka  PROFIL 58 43 19 
EC 219 Reka  PROFIL 61 5 11 























 PROFIL 64 29 4 
EC 225 Pivka/2  PROFIL 65 29 3 
EC 237 izvir Jama pri komarjih/Klariči  PROFIL 66 24 7 






 PROFIL 94 24 2 
EC 245 Pivka/1  PROFIL 95 6 2 
EC 246 Vipava  PROFIL 96 71 3 
EC 306 Malenščica-5 23.7.2019 PROFIL 66 0,17*** 3 
EC 308 Malenščica-5 23.7.2019 PROFIL 67 0,17*** 2 
EC 312 Malenščica-5 24.7.2019 PROFIL 68 0,05*** 2 
EC 313 Malenščica-5 24.7.2019 PROFIL 70 0,05*** 3 
EC 317 Malenščica-5 24.7.2019 PROFIL 71 0,05*** 2 
EC 319 Malenščica-5 25.7.2019 PROFIL 72 0,15*** 1 
EC 320 Malenščica-5 25.7.2019 PROFIL 73 0,15*** 2 
EC 322 Malenščica-5 25.7.2019 PROFIL 74 0,15*** 2 
EC 326 Malenščica-5 26.7.2019 PROFIL 75 0,17*** 2 
EC 327 Malenščica-5 26.7.2019 PROFIL 76 0,17*** 2 
EC 328 Malenščica-5 26.7.2019 PROFIL 77 0,17*** 2 
EC 329 Malenščica-5 26.7.2019 PROFIL 78 0,17*** 3 
EC H1 Pivka/6  PROFIL 79 1,00*** 4 
EC F1 Pivka/6  PROFIL 80 1,00*** 4 
EC G1 Pivka/6  PROFIL 81 1,00*** 2 















 PROFIL 85 0,23*** 3 
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Skupno št. Genov 










 PROFIL 87 0,23*** 5 
EC B1 Rak/8  PROFIL 88 0,04*** 2 
 Rak/8   0,04*** 2 
EC B2 Rak/8  PROFIL 89 0,04*** 4 
EC B3 Rak/8  PROFIL 90 0,04*** 2 
EC B4 Rak, Javorniški tok/Planinska jama  PROFIL 91 0,28*** 2 
EC C4 
Rak, Javorniški tok 
(potop -15 
m)/Planinska jama 
 PROFIL 92 0,23*** 2 
EC D1 
Rak, Javorniški tok 
(potop -15 
m)/Planinska jama 
 PROFIL 91 0,23*** 3 
EC D2 
Rak, Javorniški tok 
(potop -15 
m)/Planinska jama 





 PROFIL 93 71 3 
 
 
* za izolate iz rek Pivke in Raka je lokacija označena na Sliki 2 
** pogoji gojenja: 37 °C, 48 ur, gojišče Compact Dry EC coliform bacteria and E.coli (Nissui 
Pharmaceutical, Japonska) 
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Rezultati genotipizacije izolatov E. coli, vzorčenih iz kraških vodonosnikov. 


























































































































27 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 
EC
28 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
EC
29 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
EC
30 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 
EC
34 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
EC
36 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 
EC
38 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
EC
40 0 0 1 1 1 1 0 0 0 1 0 1 1 0 0 0 0 1 0 1 0 1 1 0 1 0 0 1 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
EC
41 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 1 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 1 0 0 1 0 0 0 0 0 
EC
43 0 0 0 0 1 0 0 0 0 1 0 1 1 0 0 0 0 0 0 0 1 1 1 0 1 0 0 0 0 0 1 1 0 0 1 0 0 0 1 0 
EC
45 0 0 0 0 0 1 1 1 0 1 0 1 1 0 0 0 0 0 0 0 1 1 1 0 1 0 0 1 0 1 1 1 0 0 0 0 0 0 1 0 
EC
46 0 0 0 0 1 0 0 0 0 1 0 1 1 0 0 0 0 0 0 0 1 0 1 0 1 0 0 0 0 1 0 1 0 0 1 0 0 0 1 0 
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47 0 0 0 0 1 0 0 0 0 1 0 1 1 0 0 0 0 0 0 0 1 0 1 0 1 0 0 0 0 0 1 1 0 0 1 0 0 0 1 0 
EC
48 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
EC
49 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 
EC
50 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
EC
52 0 0 1 1 1 0 0 0 0 1 0 1 1 0 1 0 0 0 0 1 0 1 0 0 1 0 0 0 1 0 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 
EC
54 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
EC
55 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
EC
56 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 1 1 0 0 0 0 0 1 0 0 
EC
57 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 
EC
58 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 1 1 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 
0
? 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 
EC
59 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
EC
60 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 0 1 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 1 1 0 
EC
62 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 
EC
63 1 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 1 0 0 1 0 0 1 0 0 1 1 0 
EC
64 1 0 0 0 1 0 0 0 0 1 1 1 1 0 1 0 0 1 0 0 0 1 0 0 1 0 0 0 1 1 1 1 0 1 1 1 1 1 0 0 
EC
65 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 1 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 
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87 1 1 1 0 1 1 0 0 0 1 0 1 1 0 1 0 0 1 0 1 0 1 1 0 1 0 0 1 1 1 1 1 0 0 0 1 1 1 0 0 
EC
88 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 1 0 0 
EC
90 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 
EC
91 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
EC
92 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
EC
93 0 0 0 1 1 1 0 0 0 1 0 1 1 0 1 0 0 1 0 1 0 1 1 0 1 0 0 1 0 1 1 0 0 0 0 1 1 0 0 0 
EC
94 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 
EC
95 0 0 0 1 0 1 0 1 0 1 0 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 0 1 0 0 1 1 1 1 1 0 0 0 0 0 0 1 0 
EC
96 0 0 0 0 1 0 1 0 0 0 0 1 1 0 0 0 0 0 0 0 1 0 1 0 1 0 0 0 0 0 1 1 0 0 0 0 0 0 1 0 
EC
97 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 
EC
98 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 
EC
108 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
EC
109 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
EC
112 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 
EC
118 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 
EC
119 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 1 0 1 0 0 1 0 0 0 0 0 
EC
120 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 1 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 1 1 0 0 0 
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121 1 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 1 1 0 1 0 0 1 0 0 0 1 1 0 1 0 0 0 1 1 1 0 0 1 0 1 1 1 0 0 
EC
122 0 0 1 0 0 0 0 1 0 1 0 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 0 1 0 0 1 1 0 1 1 0 0 0 0 0 0 1 0 
EC
123 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
EC
124 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
EC
125 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
EC
126 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 
EC
127 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 1 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 1 0 0 1 0 1 1 1 0 0 0 0 0 0 1 0 
EC
128 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 1 1 0 1 0 0 1 0 0 0 0 1 0 1 0 0 0 1 1 1 0 0 1 1 1 1 0 0 0 
EC
129 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 1 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
EC
130 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 1 1 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 1 0 0 1 0 0 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 
EC
131 1 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 1 0 0 1 0 0 1 1 0 
EC
132 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
EC 
133 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
EC 
218 1 1 0 1 1 1 0 0 0 1 0 1 1 0 0 0 0 1 0 1 0 1 1 0 1 0 0 1 1 1 0 0 0 1 0 1 1 1 0 0 
EC 
219 0 0 1 1 0 0 0 0 0 1 0 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 1 1 1 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 
EC 
220 0 0 1 0 0 0 0 0 0 1 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 1 1 1 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 
EC 
221 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 1 1 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
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223 1 1 0 0 0 0 0 1 0 0 0 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 0 
EC 
224 1 1 0 0 1 1 0 1 0 0 0 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 1 0 0 1 1 0 1 1 0 0 0 0 0 1 1 0 
EC 
225 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 
EC 
237 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
EC 
240 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 0 0 0 0 0 0 0 1 0 1 0 1 0 0 0 0 0 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 
EC 
242 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
EC 




1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
EC 
306 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
EC 
308 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
EC 
312 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
EC 
313 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
EC 
317 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
EC 
319 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
EC 
320 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
EC 
322 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
EC 
326 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
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327 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
EC 
328 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
EC 
329 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
EC 
H1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
EC 
F1 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 1 1 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
EC 
G1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
EC 
E1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
EC 
A2 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
EC 
A4 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 
EC 
A5 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 1 1 0 0 0 0 0 0 0 1 0 1 0 1 0 0 0 0 1 1 1 0 0 0 0 0 0 1 0 
EC 
A7 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
EC 
A8 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 1 0 1 0 0 1 0 0 0 0 0 
EC 
B1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 1 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 1 0 
EC 
B2 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
EC 
B3 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
EC 
B4 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 
EC 
C4 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
Kotnik K. Geni za dejav. virul. in odpornost proti protimikrobnim učink. pri sevih vrste E. coli izoliranih iz kraških vodonosnikov.  


























































































































D1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
EC 
D2 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
EC 
D3 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 
EC 
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Fenotipske značilnosti izolatov: fenotipska odpornost proti protimikrobnim učinkovinam (ampicilinu (AMP), tetraciklinu (TET), 
nalidiksični kislini (NAL), ciprofloksacinu (CIP), kloramfenikolu (CAM), trimetoprimu (TMP) in cefotaksimu - 2 različni konc. (CTX)) 
in fenotipska rezistenca na KA ploščah 
 
Izolat AMP TET NAL CIP CAM TMP CTX1 CTX2 Hemoliza 
EC 27 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
EC 28 0 0 0 0 0 0 0 0 1 
EC 29 0 0 0 0 0 0 0 0 1 
EC 30 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
EC 34 0 0 0 0 0 0 0 0 1 
EC 36 0 0 0 0 0 0 0 0 1 
EC 38 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
EC 40 1 0 0 0 0 0 0 0 0 
EC 41 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
EC 43  0 0 0 0 0 0 0 0 1 
EC 45 0 0 1 0 0 0 0 0 1 
EC 46 0 0 0 0 0 0 0 0 1 
EC 47 0 0 0 0 0 0 0 0 1 
EC 48 0 0 0 0 0 0 0 0 1 
EC 49 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
EC 50 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
EC 52 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
EC 54 0 0 0 0 0 0 0 0 1 
EC 55 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
EC 56 0 0 0 0 0 0 0 0 1 
EC 57 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
EC 58 0 0 0 0 0 1 1 1 0 
EC 59 0 0 0 0 0 0 0 0 1 
EC 60 0 0 0 0 0 0 0 0 1 
EC 62 0 0 0 0 0 0 0 0 1 
EC 63 0 0 0 0 0 0 0 0 1 
EC 64 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
EC 65 0 0 0 0 0 0 0 0 1 
EC 87 1 1 0 0 0 0 0 0 0 
EC 88 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
EC 90 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
EC 91 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
EC 92 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
EC 93 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
EC 94 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
EC 95 1 1 1 0 0 1 0 0 1 
EC 96 0 0 0 0 0 0 0 0 1 
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Izolat AMP TET NAL CIP CAM TMP CTX1 CTX2 Hemoliza 
EC 97 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
EC 98 0 0 0 0 0 0 0 0 1 
EC 108 0 0 0 0 0 0 0 0 1 
EC 109 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
EC 112 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
EC 118 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
EC 119 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
EC 120 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
EC 121 0 0 0 0 0 0 0 0 1 
EC 122 0 0 0 0 0 0 0 0 1 
EC 123 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
EC 124 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
EC 125 0 1 0 0 0 0 0 0 1 
EC 126 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
EC 127 1 1 1 0 0 1 0 0 1 
EC 128 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
EC 129 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
EC 130 0 1 0 0 0 1 0 0 1 
EC 131 0 0 0 0 0 0 0 0 1 
EC 132 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
EC 133 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
EC 218 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
EC 219 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
EC 220 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
EC 221 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
EC 223 0 0 0 0 0 0 0 0 1 
EC 224 0 0 1 0 0 0 0 0 1 
EC 225 0 0 0 0 0 0 0 0 1 
EC 237 0 0 0 0 0 0 0 0 1 
EC 240 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
EC 242 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
EC 245 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
EC 246 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
EC 306 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
EC 308 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
EC 312 1 1 1 1 1 1 1 1 1 
EC 313 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
EC 317 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
EC 319 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
EC 320 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
EC 322 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
EC 326 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
EC 327 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
EC 328 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
EC 329 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
EC H1 0 0 0 0 0 0 0 0 1 
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Izolat AMP TET NAL CIP CAM TMP CTX1 CTX2 Hemoliza 
EC F1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
EC G1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
EC E1 0 0 0 0 0 0 0 0 1 
 EC A2 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
EC A4 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
EC A5 0 0 0 0 0 0 0 0 1 
EC A7 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
EC A8 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
EC B1 0 0 1 0 0 0 0 0 1 
EC B2 0 0 0 0 0 0 0 0 1 
EC B3 0 0 0 0 0 0 0 0 1 
EC B4 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
EC C4 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
EC D1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 
EC D2 0 0 0 0 0 0 0 0 1 
EC D3 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
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Poleg genov za dejavnike virulence smo preverili tudi prisotnost genov za razvrščanje v filogenetske skupine po prvotni in prenovljeni 




razvrščanja v filogenetske 
skupine 
Prenovljena metoda razvrščanja v filogenetske 
skupine 
Geni povezani z odpornostjo proti protimikrobnim 
učinkovinam 













EC 27 0 0 1 1 0 0 1   0 0 0 0 0 0 0 
EC 28 0 0 0 1 0 0 0   0 0 0 0 0 0 0 
EC 29 1 1 0 1 1 1 0   0 0 0 0 0 0 0 
EC 30 0 0 1 1 0 0 1   0 0 0 0 0 0 0 
EC 34 0 1 0 1 0 1 0 1  0 0 0 0 0 0 0 
EC 36 0 0 1 1 0 0 1   0 0 0 0 0 0 0 
EC 38 0 0 0 1 0 0 0   0 0 0 0 0 0 0 
EC 40 1 1 1 1 0 0 0   1 0 0 0 0 0 0 
EC 41 1 0 0 1 1 0 0   0 0 0 0 0 0 0 
EC 43 1 1 1 0 1 1 1   0 0 0 0 0 0 0 
EC 45 1 1 1 0 1 1 0   0 0 0 0 0 0 0 
EC 46 1 1 1 0 1 1 1   0 0 0 0 0 0 0 
EC 47 1 1 1 0 1 1 0   0 0 0 0 0 0 0 
EC 48 0 0 0 1 0 0 0   0 0 0 0 0 0 0 
EC 49 0 0 1 1 0 0 1   0 0 0 0 0 0 0 
EC 50 0 0 1 1 0 0 1   0 0 0 0 0 0 0 
EC 52 1 1 1 0 1 1 1   0 0 0 0 0 0 0 
EC 54 0 1 0 1 0 1 0 0  0 0 0 0 0 0 0 
EC 55 0 1 1 1 0 0 1   0 0 0 0 0 0 0 
EC 56 Dodaten pomnožek   1 0 0 1 0 0 0   0 0 
EC 57 0 1 0 1 0 1 1   0 0 0 0 0 0 0 
EC 58 0 0 0 1 1 0 0   0 0 0 0 0 0 0 
EC 59 Dodaten pomnožek   1 0 0 1 0 0 0   0 0 
EC 60 1 0 0 1 1 0 0   0 0 0 0 0 0 0 
EC 62 Dodaten pomnožek   1 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 
EC 63 1 0 0 1 1 0 0  0 0 0 0 0 0 0 0 
EC 64 1 1 1 0 1 1 1   0 0 0 0 0 0 0 
EC 65 1 0 0 1 1 0 0  1 0 0 0 0 0 0 0 
EC 87 1 1 1 0 1 1 1   1 0 0 0 0 0 0 
EC 88 0 0 0 1 0 0 1   0 0 0 0 0 0 0 
EC 90 0 1 0 1 0 1 0 0  0 0 0 0 0 0 0 
EC 91 0 0 0 1 0 0 0   0 0 0 0 0 0 0 
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EC 92 0 1 0 1 0 1 0 0  0 0 0 0 0 0 0 
EC 93 1 1 1 0 1 1 1   0 0 0 0 0 0 0 
EC 94 0 0 1 1 0 0 1   0 0 0 0 0 0 0 
EC 95 1 1 1 0 1 1 1   1 0 0 0 0 0 0 
EC 96 1 1 0 0 1 1 0   0 0 0 0 0 0 0 
EC 97 0 0 1 1 0 0 1   0 0 0 0 0 0 0 
EC 98 1 0 0 1 1 0 0  0 0 0 0 0 0 0 0 
EC 108 0 0 1 1 0 0 1   0 0 0 0 0 0 0 
EC 109 0 0 1 1 0 0 1   0 0 0 0 0 0 0 
EC 112 0 0 1 1 0 0 1   0 0 0 0 0 0 0 
EC 118 0 0 1 1 0 0 1   0 0 0 0 0 0 0 
EC 119 0 0 1 1 0 0 1   0 0 0 0 0 0 0 
EC 120 1 1 1 0 1 1 1   0 0 0 0 0 0 0 
EC 121 1 1 1 0 1 1 1   0 0 0 0 0 0 0 
EC 122 1 1 1 0 1 1 1   0 0 0 0 0 0 0 
EC 123 0 0 1 1 0 0 1   0 0 0 0 0 0 0 
EC 124 0 0 1 1 0 0 1   0 0 0 0 0 0 0 
EC 125 0 0 1 1 0 0 1   0 0 0 0 0 0 0 
EC 126 0 0 0 1 0 0 0   0 0 0 0 0 0 0 
EC 127 0 0 1 1 0 0 1   1 0 0 0 0 0 0 
EC 128 1 1 1 0 1 1 1   0 0 0 0 0 0 0 
EC 129 1 1 1 0 1 1 1   0 0 0 0 0 0 0 
EC 130 0 1 0 1 0 1 0 0  0 0 0 0 0 0 0 
EC 131 1 1 0 1 1 0 1   0 0 0 0 0 0 0 
EC 132 0 0 1 1 0 0 1   0 0 0 0 0 0 0 
EC 133 0 1 0 1 0 0 1   0 0 0 0 0 0 0 
EC 218 1 1 1 0 1 1 1   0 0 0 0 0 0 0 
EC 219 1 0 0 1 1 0 0  0 0 0 0 0 0 0 0 
EC 220 1 0 0 1 1 0 0  0 0 0 0 0 0 0 0 
EC 221 0 0 0 1 0 0 0   0 0 0 0 0 0 0 
EC 223 0 1 0 1 0 1 0   0 0 0 0 0 0 0 
EC 224 1 0 0 0 1 0 0   0 0 0 0 0 0 0 
EC 225 0 1 0 1 0 1 0 0  0 0 0 0 0 0 0 
EC 237 0 0 0 1 0 0 0   0 0 0 0 0 0 0 
EC 240 1 1 1 0 1 1 1   0 0 0 0 0 0 0 
EC 242 0 0 1 1 0 0 1   0 0 0 0 0 0 0 
EC 245 0 0 1 1 0 0 1   0 0 0 0 0 0 0 
EC 246 0 0 1 1 0 0 1   0 0 0 0 0 0 0 
EC 306 0 1 0 1 0 1 0 0  0 0 0 0 0 0 0 
EC 308 0 1 0 1 0 1 0 0  0 0 0 0 0 0 0 
EC 312 0 1 0 1 0 1 0 0  0 0 0 0 0 0 0 
EC 313 0 0 1 1 0 0 1   0 0 0 0 0 0 0 
EC 317 0 0 0 1 0 1 0 0  0 0 0 1 0 0 0 
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EC 319 0 0 1 1 0 0 1   0 0 0 0 0 0 0 
EC 320 1 0 0 0 0 0 1   0 0 0 0 0 0 0 
EC 322 0 0 0 0 0 0 1   0 0 0 0 0 0 0 
EC 326 0 0 0 0 0 0 1   0 0 0 0 0 0 0 
EC 327 0 0 1 1 0 0 1   0 0 0 0 0 0 0 
EC 328 0 0 1 1 0 0 1   0 0 0 0 0 0 0 
EC 329 0 0 1 1 0 0 1   0 0 0 0 0 0 0 
EC H1 0 0 1 1 0 1 0   0 0 0 0 0 0 0 
EC F1 1 1 0 0 1 1 1   0 0 0 0 0 0 0 
EC G1 1 0 0 1 0 0 0   0 0 0 0 0 0 0 
EC E1 0 1 0 1 0 1 0 0  0 0 0 0 0 0 0 
EC A2 0 1 0 1 0 1 0 0  0 0 0 0 0 0 0 
EC A4 0 0 0 1 0 0 0   0 0 0 0 0 0 0 
EC A5 1 1 0 0 1 1 0   0 0 0 0 0 0 0 
EC A7 0 1 0 1 0 1 0 0  0 0 0 0 0 0 0 
EC A8 0 1 0 1 0 1 0 0  0 0 0 0 0 0 0 
EC B1 1 0 0 1 1 0 0  0 0 0 0 0 0 0 0 
EC B2 0 1 0 1 0 1 0 0  0 0 0 0 0 0 0 
EC B3 0 0 1 1 0 0 1   0 0 0 0 0 0 0 
EC B4 0 0 1 1 0 0 1   0 0 0 0 0 0 0 
EC C4 0 1 0 1 0 1 0 0  0 0 0 0 0 0 0 
EC D1 0 0 1 1 0 0 1   0 0 0 0 0 0 0 
EC D2 0 1 0 1 0 1 0 0  0 0 0 0 0 0 0 
EC D3 0 0 1 1 0 0 1   0 0 0 0 0 0 0 
EC D5 0 0 1 1 0 0 1   0 0 0 0 0 0 0 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
